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La prgsente invention a pour objet un procMg de pr§pa- 
ration d'antig&nes de I'hgpatite virale NANB, et I'application de 
ces antig§nes a la realisation d'un rSactif permettant le diagnos- 
tic et le pronostic des infections, symptomatiques ou non, pro- 
voquees par les virus des hepatites virales. 

Dans ce qui suit, on utilisera les abr#viations sui- 

vantes: 

- Ag signifie : antigdne 

- Ac signifie : anticorps 

- HB signifie : hepatite B 

- VHB signifie : virus de l'h§patite B 

- NANB signifie : non-A non-B 

- IgM signifie : iiranuno-globulines M 

- IgG signifie : inununo-globulines G 

- ID signifie : immunodiffusion 

- CEP signifie : contre-glectrophor&se 

- DRI signifie : dosage radio-immunologique 

- ELISA designe un test immunoenzyroatique (Enzyme linked 
immunosorbent assay) 

- WH : hepatite de la marmotte. 

Trois systSme Ag - Ac ont €t€ dScouverts en relation 
avec le virus de I'hipatite NANB. 

On salt que deux virus responsables de 1' hepatite 
virale humaine ont §t6 identifies, le virus A et le virus B. 

L' hepatite a virus A, volontiers §pid§mique, d' incuba- 
tion courte (environ 30 jours) est transmise par voie "fgcale- 
orale" et pratiquement jamais par transfusion. 

L' hepatite due au virus B au contraire est observge 
volontiers mais non exclusivement chez les patients ayant subi 
des transfusions sanguines. 

D'autres hgpatites qui sont ggalement prgcis&nent mais 
non exclusivement associ§es i la transfusion sanguine, ce qui 
illustre bien leur nature virale transmissible, ne sont dues 
ni au virus A ni au virus B (voir par exemple S.M FEINSTONE et 
al. The New England Journal of Medicine, 10 Avril 1975, pages 
707-710). Dans tous les pays, y corapris la France, ces hepatites 
sont fr§quentes et souvent asyniptoraatiques. 

Leur incubation est variable, de 2 a 20 semaines, avec 
une frequence maximale de 6 3 14 semaines. Leur aspect clinique 
ne permet pas de les distinguer des autres h§patites virales. 
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toxiques ou midicamenteuses. Leur tendance /gvoluer vers la 
chronicit§ est redoutable. Leur epid§miologie est voisine de 
celle des hepatites B. On les dSsigne par le terme "hipatite 
non-A non-B" (ou NANB) . 

II existe une infectiosite prolong^e du sang tradui- 
sant un partage chronique du virus avec une virgmie persistante 
qui peut etre completement latente. 3% au raoins des donneurs 
de sang bSngvoles et jusqu'a 30% des donneurs payes aux U.S.A 
paraissent ainsi infectSs a leur insu et sont susceptibles de 
transmettre l'h§patite par la transfusion. 

Malgr§ 1' importance de ce probleme on ne disposait 
jusqu'a present d'aucune m^thode, en dehors de la transmission 
au chimpanze perraettant de diagnostiquer qu'une hSpatite etait 
due a un virus non-A non-B ou qu'un donneur de sang pouvait 
Stre inf ectieux et transmettre la maladie au receveur de son 
sang ou des produits qui en sont dSrivSs. Les tests de dysfonc- 
tionnement hSpatique les plus sensibles tels que I'ilevation 
des transaminases SGPT ne sont susceptibles de reconnaitre que 
50% de ces donneurs de sang inf ectieux. De plus le test des 
transaminases n'est pas specif ique car leur taux eleve est 
observg dans d'autres circonstances pathologiques h^patiques 
(lithiase bilaire alcoolisme etc..) n'ayant rien S voir avec 

I'hgpatite virale NANB. 

En 1978 SHIRACHI d§crivit pour la premiSre fois la de- 
tection en ID d'un Ag s§rique presumi associ§ aux hepatites NANB. 
Le test en ID dgcrit ne paraissait cependant pas strictement spe- 
cif ique des h§patites NANB puisqu'il se retrouvait positif dans 
10% des hepatites B. Au cours du symposium international, tenu 
en Juin 1980 a Vienne, consacr§ aux hepatites NANB plusieurs 
tests d'lD decrits par divers auteurs y compris SHIRACHI se sont 
av§res non reproductibles et non specif iques puisqu'ils ont 
conduit a considerer coinine positif un sirum t&ooin (voir aussi 
SUB, Lancet 1:178-180, 1981) le rSactif de I'invention permet 
d'§viter ces inconvenients. 

Les tests ou dosages radio-immunologique dicrits par 
d'autres auteurs se sont §galement avgris non specif iques; voir 
NEURATH, Journal Gen. Virol., 48 285-295 (1980). On va dicrire 
ci-apr§s les travaux qui ont conduit a la mise au point du rSactif . 

de 1" invention. 

En faisant r§agir des serums de polytransfusis ou de 
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convalescents d'h^patite NANB avec des sSrums prelev^s a la phase 
prScoce de la maladie, il a 6ti possible de ^ettre en Evidence 
grace a I'lnonuno-dlf fusion, des lignes de precipitation entre des 
s^rmns de convalescents ou de polytransfus6s, et les sSrums 
d'h^patite NANB a la phase aigOe. Ces lignes de precipitation 
identif iant des Ag nouveaux spgcifiques des hepatites NANB ont 
servi de marqueurs pour 1 'identification du virus en cause. 

Les rgsultats de ces travaux ont permis d' identifier 
ainsi un virus responsable d' hepatites NANB pr^sentant une 
smxlitude morphologique avec le virus de 1 'hepatite B, y compris 
des reactions s§rologiques croisees. 

Les mSmes travaux ont permis d' identifier 2 systSmes 
Ag/Ac associis a ce virus dSsigngs antigSne NANB/e et NANB/c par 
analogie avec les antig^nes homologues de 1' hepatite B; voir c 
TREPO et al, c.R. Acad. Sc. Paris, t.290, pages 343-346 (1980).' 

L'Ag NANB/e rgagissait en identite en ID avec un Ag 
present dans le serum de reference de SHIRACHI et est done 
suppose analogue a cet Ag designe par cet auteur HC comme nous y 
reviendrons un Ag NANB/s caracteristique de I'enveloppe du virus 
a ete egalement mis en evidence. 

°" ^^^t 1«« hepatites virales ou non sont accompa- 
gnees d une augmentation caracteristique du taux des transami- 
nases TGO (transaminases glutamique oxalac6tique) et TGP (transa- 
minases glutamique pyruvique) . 

Cette augmentation plus ou moins importante des transa- 
minases est le test admis par les specialistes pour diagnostiquer 
les hepatites qu'elles soient virales ou nsn. 

On ne considSre comme hepatite virale NANB que les cas 
oQ I 'on peut eiiminer le r61e d' agents toxiques et medicamenteux 
ainsi que celui des virus HB et HA en constatant 1 'absence des 
antigenes, et/ou d'anticorps signant la presence de ces virus 
selon les methodes connues decrites par exemple dans les publi- 
cations suivantes: 

- organisation Mondiale de la Sante, ProgrSs en matiSre 
d hepatite virale, Ser. Rapp. Techn., 1977, nO602, 1-68; A J 
Zuckermann, The Three types of human viral hepatitis. Bull O.M.S, 
1977, 56, 1-20; R. SOHIER, Diagnostic des maladies 3 virus, 
Flammarion, Medecine Sciences Edition, Paris, 1964, et mises a jour 
jusqu'a 1979.. 

En outre, on a verifie que le virus EPSTEIN-BARR et le 
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virus cytomggalique n'gtaient pas en cause. Ces criteres repre- 
sentent la d§finition des hSpatites NANB, qui se fait done, en 
1 'absence de test diagnostic spScifique disponible actuellement 
par exclusion des autres causes. 

On peut done selon ces criteres s§lectionner le serum 
des sujets, symptomatiques ou non, soupgonnSs d'§tre atteints 

d'hgpatite NANB. 

En-procidant d des essais d'immuno-dif fusion en milieu 
approprig entre les scrums ou entre ces scrums et des homoggn§isats 
de foie, on a observg des r§actions de precipitation de complexes 
antigSne-anticorps. Parfois, plus d'une ligne de precipitation 
etsient observees. La comparaison avec un Schantillon authentique 
de I'antigene deer it par SHIRACHI a permis d'etablir que la 
ligne de precipitation la plus frgquente en ID initialement desi- 
gnee Ag NANB (Vitvitski et al, 1979 Lancet 2:1263-1267) pr§sen- 
tait une reaction d'identite avec un Ag present dans l-echantil- 
lon de SHIRACHI. L'Ac correspondant se trouvait present dans le 
reactif . D' autres molecules reactives parasites semblaient cepen- 
dant presentes dans cet echantillon Ag et Ac, comme c'est souvent 
le cas, ce qui explique la non specif icite des resultats de ces 
auteurs presentes au symposium de Vienne. 

Par ailleurs I'Ag NANB decrit est apparu avoir une 
reactivite croisee avec le systdme HBe, et plus precisement avec Ag 
HBe/3 et non avec les autres specifioitSs HBe/1 et 2 (Vitvitski 
et al, J. Virol. Methods, 1:149-156, 1980). 

Cette demonstration faisait supposer que I'Ag NANB decrit 
etait 1' equivalent pour le virus NANB de I'Ag HBe/3 les proprietes 
physico chimiques de I'Ag NANB (HANTZ et al, J. Med Virology 5: 
73-86 (1980) et sa localisation dans le noyau des hepatocytes ren- 
forgaient cette observation. 

L'Ag NANB a done ete redesigne NANBe, et on suppose que 
I'Ag decrit par SHIRACHI correspond a cet Ag NANBe, compte-tenu 
de la reaction observee. 

En vue de 1' identification d* autres systSraes Ag/Ac 
specif iques les couples de serums donnant une double ligne de pre- 
cipitation ont ete seiectionnes. Une ligne de precipitation addi- 
tionnelle, distincte de celle de I'Ag NANB/e, se trouvait reproduc- 
tiblement situ6e, par rapport S celle-ci, du cOte du puits oxi on 
avait depose le serum 5 tester contenant I'antigene, la ligne de 
I'Ag NANB/e se trouvant, elle plus pres du puits contenant le reactif 
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anticorps. 

L'ultracentrifugation des sgruins ainsi s§lectionn§s a ' 
permis de retrouver dans les culots de centrifugation, I'activite 
antigenique responsable de cette deuxiSme ligne de prgcipitation 
alors que I'activite antiggnique NANB/e n'est pas retrouv§e dans 
les culots aprds ultracentrifugation et reste dans le surnageant. 

Le nouvel antigene ainsi isol§ a permis ensuite de 
selectionner, par reaction d ' immune-diffusion par exemple, des 
scrums contenant 1 'anticorps correspondant. 

On salt que depuis I'examen systematique des s§rums 
de donneurs de sang, dans la plupart des pays, pour la pr§sence 
d'antigenes du virus de l'h§patite B, plus de 80% des hepatites 
post-transfusionnelles observges, sont des hepatites NANB. 

Generalement, le nouvel antigene d§couvert, appel§ 
ci-aprSs Ag NANBs, est dStectS dans les s§rums de 10 3 20% environ 
des patients souffrant d'h§i>atite post-transfusionnelle, ainsi 
que Chez des sujets asymptomatiques presentant une gl§vation 
de transaminases, TGP surtout, supgrieure ou egale a deux fois la 
valeur normale. 

Les anticorps anti-NANBs (ou Ac anti-NANBs) sont detectgj 
en proportion importante, chez les convalescents, gen€ralement 1 h 
12 mois apres normalisation du taux des transaminases. lis sont 
§galeraent tr&s frequents chez les sujets polytransfusgs ou exposes 
de par leur activit§ a des contacts r§p§t§s avec le virus. 

La suite des essais d§crits ci-dessus permet de d§tecter 
et d'isoler I'Ag NANBs et 1 'anticorps correspondant, mSme si on ne 
dispose pas d'un gchantillon de reference. Une s€rie de travaux 
a permis de demontrer que I'Ag NANBs est un Ag d'enveloppe du 
virus NANB. 

Des recherches supplgmentaires ont encore permis la 
d§couverte d'un autre antiggne, associ§ § la nucleocapside du 
virus NANB, designs Ag NANBc (antigdne de "core"), qui sera decrit 
davantage ci-aprds. 

L'int6r§t propre des 3 systgmes Ag-Ac dgfinis ci-dessus 
pour la prevention, le pronostic, le diagnostic et le traitement 
des hepatites NANB est variable, les 3 reactions se compl§tant. 

Ainsi, il existe pour le virus NANB comme pour le VHB 
3 systSmes Ag/Ac distincts associes au virus: 

un Ag de surface ou Ag NANBs forme done I'enveloppe 
du virus complet et se trouve synth§tisg §galement en excks sous 
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forme de petites particules tres variables en taille dans le 
serum. Lors de 1 -infection, cet Ag est.produit par le cytoplasme 
des h^patocytes infectes et ggalement exprimi sur la membrane de 
la cellule. 

Les AC anti-NANBs sont les Ac qui agglutinent ces par- 
ticules virales synthgtis6es en exc6s ainsi que le virus complet. 
Ce sont done les Ac protecteurs. Leur presence chez un indivadu le 
protege contre I'infection comme cela a gtg montrS par I'adminis- 
tration des gammaglobulines de convalescents. 

Les Ag NANBs peuvent servir de marqueur de I'infection 
et permettre de faire le diagnostic d'une viremie NANB. Neanmoins 
la. presence frequente d'Ag en quantite faible, ou I'assoclation 
de cet Ag et d'Ac sous forme d'immuns complexes explique que, bien 
souvent. il soit difficile de mettre en Evidence par des techniques 
peu sensibles I'Ag NANBs. La realisation d'un test radioimmuno- 
logique ou immunoenzymatique ou d'un test d • hemagglutination 
permet grace au gain de sensibilitS de detecter plus facilement 
les porteurs de virus par mise en Evidence de faibles quantxtes 
d'Ag NANBs. 

2) Le svstdme antiagnicrue NANB c correspond a la nucleo- 
capside du virus NANB complet qui, dans le serum, est enveloppg. 
L'Ag NANBC n'est done pas libre dans le serum. On ne le r^vele 
qu'apres purification des virions et eclatement de I'enveloppe 
par des detergents doux (par exemple Tween 80 ou Triton XlOO) . L Ag 
NANBC est synthetise dans le noyau des hepatocytes infectes oa 
il est facilement mis en Evidence par immunofluorescence et ega- 
lement en microscopie ilectronique, ofl on peut dgtecter des 
particules caracteristiques qui ont I'aspect ultrastructural des 
nucieocapsides en voie de formation dans les noyaux. L'absence 
d'Ag NANBC libre dans le sSrum (puisque les nucleocapsides sont 
enveloppies) ainsi que la multiplication des capsides NANBc dans 
le noyau des cellules infectees et leur liberation lors de la 
destruction de celles-ci, realisant une stimulation permanente, 
aboutit a la presence dans le sSrum d'anticorps anti-NANBc des 
le debut de I'infection: ces anticorps anti-NANBc qui sont ditecta- 
bles par immunofluorescence indirecte mais aussi par d'autres tests 
(contreeiectrophorese ou dosage radioimmunologique ou ELISA) temoi- 
gnent d'une infection en cours d'evolution. Si les anticorps antx- 
NANBc contiennent des anticorps de la classe IgM, il s'agit d une 
infection en cours ou qui date de moins de 8 semaines done qux est 
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toujours actuelle. S'll n'y a que des anticorps anti-NANBc de la 
classe IgG, ceci traduit une infection passee, avec arrgt de la 
multiplication du virus depuis un temps variable. 

L'interSt essentiel du systSme Ag/Ac NANBc est done le 
diagnostic des infections . virus NANB soit aigOes soit chroniques 
et la possibilite de distinguer les infections actuelles des idea- 
tions passees (selon la presence ou I'absence d'IgM). 

^ II faut insister sur l-interSt de ce systerae pour faire 
un reactif S visSe diagnostigue. En effet dans les infections a 
virus NANB les Ag NANBe et NANBs qui servent .galen.ent au diagnost' 
peuvent Stre masques sous forme d-i^nuns complexes , certains 
m^ents de I'^volution. Dans ces conditions, seul I'anticorps anti- 
NANBC permettra de pr.ciser qu'un sujet est infect, et/ou infec- 
txeux ce syst.me sera trgs important pour le diagnostic des por- 
teurs de virus en particulier che2 les donneurs de sang af in de 
reconnaltre les donneurs infectieux et exclure leur sang de la 
transfusion. 

On a ggaleitient dgmontre qu'il existe des r§activit#s 
croisees entre les Ag nanbc des diverses souches de virus NANB 
obtenus a partir de foies infectgs par ces differentes souches. 
II est done mt^ressant d'utiliser pour le rgactif de 1- invention 
Plusieurs antig^nes NANBc de ces differentes souches afin d'avoir 
le test le plus polyvalent possible en particulier pour la 
detection des donneurs de sang dangereux, ces divers antigSnes 
NANBC etant de preference fixes sur (ou utilises avec) une m&ne 
unite de reactif . De m&ne on peut utiliser pour un mSme rSactif 
a la fois un Ag NANBc et un Ag HBc. 

II a egalement ete decouvert qu'll y avait une falble 
reactivite croisie entre les Ag NANBc et HBc. Dans certains cas, 
un serum faiblement positif en dosage radio-immunologique pour 1-A. 
anti-HBc revele en fait une Infection a virus NANB et vice versa. 

3) Le troisiSme systeme d'Ag et d'Ac lig au virus NANB 
est le systime Ag/Ac NANBe. 

Ce systeme est celui qui a ete decouvert initialement 
et appele d'abord Ag NANB avant d'Stre red§sign§ Ag NANBe. 

II serait susceptible de correspondre au systgme d§crit 
par SHIRACHI. ce systeme antigenique a un interet diagnostlque 
important car la detection de I'Ag NANBe ou de I'Ac correspondant 
permet d'identifier des porteurs de virus ou de reconnaltre que 
le Virus NANB est responsable d-une hepatite aiglie ou chronique. 
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Les recherches du dSposant ont montr§ que tant les sujets 
porteurs de I'Ag NANBe que ceux porteurs de I'Ac anti-NANBe semblent 
activement infectgs par le virus coinme en tSnoignent les tests 
d' immunofluorescence et la microscopie electronique effectu§s sur 
des biopsies hepatiques. 

Un des intgrets de I'Ag NANBe est qu'il apparait etre 
un Ag de groups commun a plusieurs virus de la meme famille. L'Ag 
NANBe paralt fetre I'Ag pour lequel il existe la reactivite croisee 
la plus importante entre les divers virus de cette famille. Aussi, 
entre I'Ag e3 du VHB, I'Ag NANBe et aussi I'Age du virus de l'h§pa- 
tite de la mamiotte, la rgactiviti croisSe est considerable. Cet 
Ag/e se retrouve Sgalement chez d'autres espSces comme l'§cureuil 
souterrain. 

L'int§rSt essentiel de cet Ag e est done qu'il apparait 
Stre commun i toute une sirie de virus hepatitiques de I'hoirane 
et des animaux, formant une nouvelle famille de virus que certains 
suggerent de designer HEPA-DNA virus cela explique ggalement que 
des infections par des souches de virus NANB distinctes du point 
de vxie de leur inununite, en particulier chez le chimpanzS donnent 
une reaction positive pour I'Ag NANBe. Ceci confere done a cet 
antigene une valeur diagnostique importante et complgmentaire de 

celle des anti-NANBc. 

One autre caract§ristique importante de I'Ag NANBe est 
d'Stre synth§tis€ dans les infections NANB, en grand excSs, souv.ent 
a un titre superieur Sl I'Ag NANBs, ce qui permet un gain de sensibi- 
lite. 

Comme indique precedemment, il existe une reactivite 
croisee d'intensite croissante lorsqu'en passe des Ag les plus 
superficiels ou de surface des virus de I'hipatite aux Ag de 
nucliocapside CORe ou "e". 

Ainsi les Ag NANBs et HBs n'ont que trSs peu de rSactivitS 
croisee exclusivement dimontrable par des tests trgs sensibles, 
alors que les Ag NANBe et NANBe ont une reactivit§ croisSe plus 
importante avec les Ag HBc et HBe/3 respectivement. 

compte-tenu du mode de realisation pratique des tests 
commerciaux des Ag du VHB actuellement sur le marche la r§activit§ 
croisee n'est pas utilisable pour le diagnostic des h§patites 
NANB. 

Les 3 systentes Ag/Ac decrits ci-dessus peuvent servir de 
base a la realisation de tests diagnostiques pour les sujets infec- 
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t€s par le virus NANB, qu'ils soient symptomatiques ou non. Plu- 
sieurs types de r§actifs ont &t& r^alisgs. Leurs intgrgts sont 
dlstincts et souvent complgmentaires. 

II convient de noter que dans le cas des infections NANB, 
les AC naturals obtenus dans le s§ruin des raalades sont insuffisam- 
ment specifiques et ne peuvent pas gtre utilises tels quels pour 
construire des tests. Les Ac dont on. a besoin pour les r§actifs 
de 1' invention et leur utilisation ne peuvent etre obtenus qu'aprSs 
purification des Ag par example selon les procgd§s qui seront d§r 
crits ci-apr§s. 

La pr§sente invention a notamment pour objet un proc§dg 
de. preparation d'antigenes purifies de l'h§patite virale NANB, 
caract§risee par le fait que I'on selectionne des s§ruins ou des 
extraits de foie dans lesquels on a reconnu la presence de virus 
NANB, que I'on procdde S une ultracentrif ugation pour concentrer 
lesdits virus dans le culot de centrif ugation, que I'on recueille 
ledit culot et le traite par un detergent non ionique, que I'on 
laisse incuber pendant 1 a 24 heures environ 5 temperature compris 
entre 0 et 37»C, que I'on proc§de a un fractionnement pour isoler 
les fractions contenant de I'Ag NANBc purifig, puis que, si d6sir§, 
on soumet lesdites fractions a 1 'action d'un detergent ionique, 
laisse incuber pendant 1 heure a 24 heures environ 3 teropgrature 
de 0 a 37*C, et isole I'Ag NANBe. 

Pour dStecter la presence de virus NANB, on utilise par 
exemple les methodes mentionnies dans 1 'article de C.R Ac. Sc. 
Paris, t-289 (17 dfecembre 1979) pages 1263-1266, et notamment le 
repgrage d'une activitg ADN polymgrase. 

Parmi les dgtergents non ioniques on citera, notamment 
les aryl polygthers de glycol alkyles tels que le Triton XlOO, les 
polyoxygthyldne sorbitan roonoolgates tels que le Tween 80, ou 
encore le NP 40. 

Parmi les detergents ioniques on citera notamment les 
detergents anioniques tels que le SDS (dodecyl sulfate de sodium) . 

Pour purifier I'Ag NANBe, selon un procgdg egalement 
objet de 1' invention, on peut aussi operer comme suit: on sglectio 
des sgrums positifs pour I'Ag NANBe, on glimine les particules 
virales gventuellement prgsentes, par exemple par ultracentrif uga- 
tion, on glimine les ganmaglobulines selon les mgthodes connues, 
par exemple par precipitation du sulfate d 'ammonium, on concentre 
les fractions contenant I'Ag NANBe, notamment par prgcipitation. 
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par exemple a I'aide de sulfate d ' ammonium ou de poly§thyl§neglycol , 
puis on chromatographie les fractions concentrees contenant I'Ag 
NANBe sur un support sur lequel est fixge de l'h§parine. on Slue 
avec une solution aqueuse de chlorure de sodium de concentration 
croissante, recueille les Sluats contenant I'Ag NANBe, et ^limine 
les sels selon les m§thodes usuelles. 

On peut chroma tographier par exemple sur gel d' agarose 
sur lequel est fixee de I'heparine (heparinogel) et recueillir les 
61uats correspondant a une concentration en ClNa de 0,3 a 0,7M. 
on glimine les sels (principalement ClNa) par exemple par dialyse. 

L' invention a egalement pour objet I'obtention d 'anti- 
genes purifies NANB, mettant a profit 1 -antiginicitS croisee 
notable entre les virus NANB et HE. Ce proc§dg est caractSrise 
par le fait que I'on hyper immunise des animaux avec une fraction 
purif iSe en un antigene de I'hgpatite B, que I'on utilise les 
gammaglobulines produites par les animaux hyper immunises pour 
obtenir les lignes de prgcipitation avec des serums contenant un 
antigene NANB correspondant et exempts d'antigenes HB, et que 
I'on utilise les gammaglobulines ayant donne des lignes de precipi- 
tation pour r§aliser des supports de chromatographie d'af finite 
qui permettront de fixer et purifier les antigenes NANB. 

Dans le cas oG on a hyperimmunise les animaux avec Ag 
HBc ou Ag HBe3, les anticorps obtenus sent directement utilisables 
en chromatographie d'af finite pour fixer les antigenes NANB. 

Dans le cas ou I'on cherche a obtenir des anticorps 
donnant une ligne de precipitation avec I'Ag NANBs, il est parti- 
culierement utile d' hyper immuniser les animaux avec de I'Ag 
HBs possSdant le dSterminant a, par exemple I'Ag HBs de sous-type 
ad et/ou ay. On peut notamment hyperimmuniser les animaux a I'aide 
de Ag HBS ad, puis de Ag HBs ay, afin d'augmenter la proportion 
d' anticorps centre le determinant a. On utilise les gammaglobulines 
des animaux ainsi hyperimmunis§g pour obtenir des lignes de 
precipitation avec des Ag NANBs. On peut alors recueillir les lignes 
de precipitation obtenues et les administrer directement, aprSs 
melange avec un adjuvant, 5 des animaux du mSme genre, qui peuvent 
Stre soit des animaux neufs, soit les animaux ayant produit les 
anticorps donnant une ligne de precipitation avec les Ag NANBs. 

• De mgme on peut procider a une nouvelle hyperimmunisatron 
avec les lignes.de precipitation obtenues de fagon analogue avec 
I'Ag NANBe ou NANBC. 
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La pr§sente invention a egaleraent pour objet un reactif 
permettant le diagnostic de l'h§patite virale NANB ou permettant 
de r6v§ler le stade d' Evolution de la maladie, y compris la 
gu§rison, caract§ris§ par le fait qu'il comprend un support (ou 
substrat) solide sur lequel est fixe au moins un antigdne NANBc, 
NANBe ou NANBs et/ou au moins un anticorps anti-NANBc, anti-NANBe 
ou anti-NANBs. 

L'antigene ou 1 'anticorps peut etre fixg sur le support 
solide par tout moyen connu pour la fixation des antigenes et des 
anticorps, par exemple par adsorption, par liaison covalente ou 
non^ par exemple par couplage chimique avec un agent de couplage 
bifonctionnel, par affinity iiranunochimique, etc... 

Le support peut §tre r6alis6 avec tout mat^riau solide 
biologique (globules rouges) ou synth§tique dou§ de propri§t§s 
adsorbantes ou capable de fixer un agent de couplage. Ces mat6- 
riaux sont connus et d§crits dans la litt§rature. Parmi les 
materiaux solides capables de fixer les Ag ou Ac par adsorption 
on citera par example le polystyrene, le polypropyldne, les 
latex, etc... Parmi les materiaux utilisables pour fixer les Ag 
ou les Ac par covalence a I'aide d'un agent de couplage, on cite 
notamment le dexfcran, la cellulose, leurs derives amines tels 
que difithylamino-cellulose ou di^thylamino-dextran. 

Le support se presente par exemple sous forme de disque, 
de tube, de baguette ou de bille. 

Les agents de couplage permettant de fixer par covalence 
les Ag ou les Ac sur le support solide sont connus ; ce sont par 
exemple des derives carboxyliques, des derives biofonctionnels tel 
que les dialdehydes (glutaraldehyde) , des diisocyanates (toluene- 
diisocyanate) , des quinones (benzoquinone) , etc... Les Ac ou les A 
peuvent egalement Stre fixes sur des supports solides selon les 
mgthodes decrites par exemple dans les brevets fran5ais n*'7623176, 
7728161 et 7728163. 

Selon un mode de realisation pr§f§r§, on utilise comme 
support des billes ou des tubes de polystyrene. De telles billes 
ayant par exemple 1 § 5mm de diametre, peuvent etre obtenues dans 
le commerce, comme cela est indique dans la par tie exp§rimentale 
ci-apres. 

Selon un premier mode de realisation, le reactif de I'ii 
vention contient de 1 'anticorps specif ique fixe sur le support 
solide. 
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L'anticorps est un anticorps spicifique de I'Ag 5 
dgtecter (anti-NANB/c , /e ou /s) . . 

Ce reactif permet notarament de detecter la prgsence de 
I'antigene correspondant, selon la mSthode dite "sandwich", par 
raise en contact avec un sSrvim M tester. AprSs lavage pour gliminer 
les molecules non f ixSes puis mise en contact ulterieure avec une 
preparation du m§me anticorps couplS § un agent traceur (encore 
appeie anticorps conjuguS) , on lave pour gliminer I'exc&s d 'anti- 
corps conjugui non fixi puis on examine si l'anticorps coupli 
au traceur s'est fix§ ou non sur le support. C'est I'etape dite de 
revelation. II est ainsi possible de determiner si le s§ruin test§ 
contenait I'antigene a detecter. En effet, si 1/ anticorps couple 
a 1' agent traceur se trouve fixe sur le support c'est que sur le 
support s'est form§ le complexe anticorps-antigene-anticorps conju- 
gu§, et que I'antigene recherchS etait done present. Dans le cas 
contraire/ on pent conclure a 1' absence de I'antig&ne recherch§ dans 
le simun test 6. 

Ce rgactif permet §galanent la detection des Ag correspon- 
dants selon une mSthode dite de "compgtition" . Pour cela, on met 
en contact le riactif avec le s§rum k tester. Apr§s lavage pour 
Sliminer les molecules non fixees, on met en contact le riactif 
avec une preparation d'Ag couple a un traceur, I'Ag Stant celui 
centre lequel est dirigg I'Ac fixg au support. On lave § nouveau 
puis on ex^'ine le reactif pour rechercher la presence ou 1' absence 
de I'antigene conjugue. Si I'Ag conjuguS s'est fixS sur le rgactif, 
c'est que les sites anticorps itaient libres et que le sirum a tes- 
ter ne contenait done pas d'Ag centre I'Ac fixg au support. Si I'Ag 
conjugug ne se fixe pas ou ne se fixe qu'en faible proportion, par 
exemple si la quantit§ fix§e est inf§rieure de plus de 50% a la 
quantity fixge dans le cas d'un sgrum tgmoin ne contenant pas I'Ag 
recherche, c'est que le sSrum etudii contenait le mime Ag que celui 
couplg au traceur, et que le complexe Ac-Ag forme a masque les sites 
anticorps et a empeche la fixation de I'Ag conjugui sur I'Ac fixe 
au support. 

Selon un deuxi§me mode de rgalisation, le rSactif de 
1' invention contient de I'antigSne fixS sur le support solide. 
L'antigene fixg au support est I'Ag NANB/c, /e, ou /s. 

ce rgactif permet de dgtecter la prgsence des anticorps 
correspondant a I'antiggne fixg selon le principe de la mgthode 
"sandwich" dgja decrite ci-dessus, en reraplagant bien entendu I'anti- 
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corps conjugug par un Ag coupl§ a un traceur, cet Ag etant celul 
centre lequel est dirigg I'ac recherchg. Selon que I'Ag conjugug 
s'est fixg ou non, on conclura a la prgsence ou a I'absence de I'Ac 
recherchg. 

De mgme, le reactif de ce deuxigme mode de rgalisation 
peut servir a detecter la presence des anticorps anti-NANBs, 
anti-NANBc ou anti-NANBe selon la methode de competition deja 
dicrite, le conjugug gtant cette fois I'anticorps correspondant 
couplg a un traceur. Selon que I'Ac conjugug se fixe ou ne se fixe 
qu'en faible proportion, on conclura a 1 -absence ou a la prgsence 
de l»Ac recherchg. 

II convient d'insister sur le fait que les anticorps 
utilisgs pour la rgalisation ou 1 'application des rgactifs de 
!• invention doivent §tre des prgparations d 'anticorps specif iques 
obtenus soit par hyperimmunisation selon les mgthodes connues a 
I'aide d'antigenes hautement purifigs soit par chromatographie 
d'affinitg, soit par production d'Ac monoclonaux. On a en effet 
constate que, contrairement a ce qui etait observg pour I'HVB, 
les anticorps naturels preleves chez 1-homme ne permettaient ^s 
d'obtenir un rgactif suf f isaminent sensible. 

Bien entendu, les divers Ag utilises pour la realisation 
de 1 -application des rgactifs de 1' invention sont ngcessairement 
des Ag hautement purifigs. 

Selon un mode de" rgalisation particulier, I'Ag NANB 
du rgactif desting a la recherche de I'anticorps correspondant 
peut etre fixe sur le support par I'intermediaire des anticorps 
du serum a tester, selon une methode "sandwich inverse". Dans 
ce cas on utilise a titre de produit intermgdiaire le rgactif 
constitug par de I'anticorps anti- (gammaglobulines M ou G 
humaines) fixg sur le support. Ce reactif intermediaire, mis en 
contact avec le sgrum a tester, fixe les gammaglobulines M ou G 
du sgrum. Pour utiliser le rgactif ainsi obtenu, on met en contact 
le support, revStu de gammablogulines M ou G du serum a tester par 
I'intermgdiaire des anti-gammaglobulines M ou G humaines, avec une 
prgparation purifige d'antigSne de I'hgpatite NANB, par example un 
preparation purifiee d'Ag NANBc. On met ensuite en contact le supp 
avec une prgparation d' anticorps correspondant audit antiggne purl 
ledit anticorps gtant couple a un traceur. On observe ensuite par 
rgvglation selon les methodes usuelles si I'anticorps couplg au 
traceur s'est fixg sur le support. S'il est fixg, c'est que le sgi 
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6tudi4 contenait des anticorps centre ledit antigSne purifi§, et 
s'il n'est pas fixg, le serum etudie ne contenait pas ledit 
anticorps. II est en particulier intgressant d»utiliser le 
support intermSdiaire dScrit ci-dessus contenant des anticorps 
centre les diff§rentes classes M ou G d'aramunoglobulines 
anti-IgM humaines ou anti-IgG humaines, ce qui permet de dis- 
tinguer les differents stades d'§volution de la maladie, coinine 
cela a gtg indiquS ci-dessus. On peut egalement rechercher les 
anticorps NANB du serum a tester par addition d'Ag correspondant 
couple a un traceur. Si I'Ag conjugu§ se fixe, c'est que I'anti- 
corps correspondant Stait present dans le serum. 

De preference, 1' incubation du r§actif avec le serum 
a "tester et avec les preparations d'Ag ou d'anticorps coupl§ au 
traceur est effectuie de preference S pH alcalin (par exemple 
a pH de 7 a 9) , en laissant incuber pendant 1 a 48 heures, a 
tanpgrature comprise entre 5 et SO'C environ. 

G§n§ralement la quantitg d'antigSne ou d'anticorps 
fixge sur une unitg de rgactif (par exemple une bille de 
polystyrene) est la suivante: 

anticorps : de 1 a 20vg, par exemple lOyg environ; 
antigene : de 0,1 a lOpg, par exemple lug environ. 
Le traceur est un traceur radioactif ou enzymatique. 
Le traceur peut Stre un traceur radioactif obtenu par 
exemple par echange isotopique avec un isotope' radioactif tel que 
I 125. 

Le couplage des anticorps ou des- antigSnes avec un agent 
traceur radioactif est connu en soi et peut etre realise par 
exemple selon la mgthode decrite par GREENWOOD. 

La radioactivitg gventuellement presente sur le r§actif 
de r invention apres realisation du test est evalu€e selon les 
methodes usuelles a I'aide d'un compteur appropri§ (compteur 
gamma, 6u a scintillation) . 

Le couplage des anticorps ou Ag avec un traceur enzyma- 
tique est connu en soi et peut itre rgalisg par exemple selon une 
methode analogue a celle dScrite par NAKANE, Journal Histochemistry 
cytochemistry, 22: 1984-1991 (1974) qui consiste a fixer I'enzyme 
sur des molScules d'IgG supports de la fonction Ac. L'enzyme est par 
exemple une peroxydase ou une phosphatase alcaline. L'activite 
enzymatique gventuellement presente sur le rgactif apr6s realisation 
d'un test peut Stre determinee selon les methodes connues avec un 
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substrat appropr« pemettant par example una revelation pat 
Zi7XT: ^ ^™^->««„ce. par pctantio^J- 

1°. IntSrStss 

Cet Ag est sp6cifi,„e de I'envaloppe au virus nanb La 
varus NANB Pius fr^uant est design, par NANB.. at la description 
gu. su.t concarna plus partic„U.r«,e„t c, viru,, pour sJ^lZ 
rLZ\ antendu ,ua Vantig^na de surface de tout virus appa-' 
ranta donnant una reaction d.i™„„„ite crois^a avac le virus n1i 
est figalement utilisable. 

cet Ag de surface apparalt dans le serum des sujets 

ou une oiT """^ " ' ' ^""^"^^ ^^^^^ transfusion 

ou une piqare accidentelle. ll prec.de V.l.vation des transami- 
nases quand elle se produit de i a 8 semaines parfois plus II 
persiste pendant toute la dur.e de leur .l.vation et souve;t apr.s 
qu elles soient revenues a la normale. Sa presence est un sign^de 
viremie NANB et done d • inf ectivit§. 

NANB dans le foxe et le s.ru., et 1 ' inf ectivite du sang de la 
personne porteuse qui est done capable soit de trans.ettre une 
hgpatxte en donnant son sang, soit de la coimnuniquet lors de ses 
contacts intimes. ®® 

Dans les hepatites chroniques, I'Ag nanbs est present 
ae fagon persistante. 

Cet Ag peut §tre masqug dans certaines conditions 
sous forme de complexes antiggne-anticorps, et I'on peut detecter 
les antieorps anti-NANBs ehez certains sujets malades. Leur 
app.arition est signe d .amelioration clinique, mais peut Stre pas 
de fagon immediate signe de gu§rison. 

certains sujets peuvent etre porteurs de complexes 
Ag/Ac NANBs/anti-NANBs en exces d^Ac, qui seuls sont alors d.tecti 
Ces sujets sont tou jours infectieux. 

2\ R§alisation d'un dosage radioiramunologique en phase 
solide de type sandwich pour la detection de I'Ag NANBs. 
a) purification de 1 'Ag NANBs: 

Cette purification de 1 'Ag NANBs ne fait pas partie 
de 1 ' invention revendiquee dans la pr6sente demande. 

On rappelle que I'Ag NANBs prSsente les caractgristique. 

suivantes: 
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- Densite : entre 1,20 et l,30g/na en solution de 
chlorure de cesium, et entre 1,15 et l,25g/ml en solution de 
saccharose; 

- migration Slectrophorgtique dans la zone des 

a-&-globulines ; 

- il est associg en particulier S des particules d' allure 
virales dont les plus caracteristiques ont des tallies variant de 
10 a 45niB de diamStre, le virion complet apparaissant come une 
sphSre a double enveloppe de 35 a 45nin; 

- lorsqu'il est.administrS a un animal ayant un systeme 
inununitaire, il provoque la formation d-anticorps avec lesquels 
iL donne une reaction de precipitation, ledit anticorps €tant en 
outre capable d'agr§ger et/ou de precipiter lesdites particules 
virales completes a double enveloppe contenant une nucl§ocapside, 
ayant des dimensions de 35-45nm environ, ledit anticorps Stant 
egalement capable de provoquer, lorsqu'il est coupli avec un agent 
de fluorescence, une fluorescence cytoplasmique et/ou membranaire 
dans des coupes de tissu.de foie provenant de sujets atteints d 'hepa- 
tite NANB; ledit anticorps n'gtant capable ni d'agreger ou de 
prScipiter les particules completes du virus de 1' hepatite B, ni 

de provoquer une fluorescence cytoplasmique et/ou membranaire dans 
des tissus de foie de sujets atteints d' hepatite B. 

L' utilisation d'un gchantillon d' anticorps anti-NANBs 
permet de s§lectionner facilement les sirums contenant I'Ag NANBs, 
ceux-ci pouvant servir a leur tour a 1' identification des serums 
contenant I'Ac anti-NANBs. 

pour purifier I'Ag NANBs, on sglectionne des serums ou 
des plasmas dans lesquels on a repere, selon les methodes classiques 
telles que les reactions d' immunodiffusion, de contre-electrophorese, 
d • inhibition de 1' immunofluorescence, ou de radio-immunologie, la 
presence d'antigene NANBs, et on purifie ledit antigene selon les 
ra§thodes classiques de purification des protSines. 

cette purification peut 6tre effectuge en utilisant par 
exemple au moins une des mithodes suivantes: 

- chroma tographie d' affinity, 

- ultracentrifugation, par exemple en gradient de 

saccharose ou de cesium? 

- chroma tographie sur "gel, 

- precipitation fractionnee a I'aide d'un agent precipi- 
tant tel que les polyols, par exemple le polySthylgneglycol, ou tel 
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que 1g sulfate d' ammonium, 

- ultrafiltration a I'aide d'une membrane dont la 
dimension des pores est telle gu'elle retient les molecules ayant 
un poids moleculaire sup6rieur 5 30.000. 

L'antigene NANBs gtant parfois present sous forme 
d'immunocomplexes, il est alors avantageux de dissocier lesdits 
complexes soit avant 1' operation de purification soit en purifiant 
dans des conditions assurant cette dissociation (par example 3 pH 
suf f isamraent acide ou suf f isamment alcalin) . 

Pour purifier I'antiggne par chromatographie d' affini- 
ty, on peut par exemple procgder S une chromatographie sur un 
support, de preference poreux, dont la surface est tapissSe d'un 
rev&tement de molecules anticorps anti-NANBs religes au support 
par I'intermgdiaire d'un agent de couplage. Le support est par 
exemple constitug par du Sepharose. L' agent de couplage est par 
exemple un halogSnure de cyanogene. On dispose 1 • immunoabsorbant 
dans une colonne, on applique 5 cette colonne une solution de 
l'antigene 3 purifier, on lave avec un tampon. On 6lue ensuite 
l'antigene, un agent dissociant la liaison antigdne-anticorps, 
par exemple avec une solution tampon i pH acide ou au contraire 
alcalm, car ces pH extremes entralnent une dissociation de la 
liaison entre Ag et Ac. On collecte des fractions dans lesquelles 
on repere la presence de proteines par mesure de la densit§ 
optique S 280nm, et la presence de l'antigene NANBs est dfitectge 
dans les fractions, par les reactions serologiques avec I'Ac 
anti-NANBs: CEP (contre-Slectrophorgse) , et/ou inhibition de 
1- immunofluorescence et de la radioimmunopr6cipitation. 

Pour mettre en oeuvre une purification par ultracen- 
trifugation, on prepare un gradient d'une solution d'un agent tel 
que le sucrose ou le chlorure de cgsium, on dSpose la solution i 
purifier sur ledit gradient et I'on proc^de S une ultracentrifu- 
gation. on recueille les fractions dans celles correspondant i 
une densiti de 1,20 a 1,30 en CsCl et 1,15-1,25 en sucrose on 
retrouve en serologie I'Ag NANBs. 

Pour rgaliser une purification par chromatographie sur 
gel, on dispose dans une colonne un gel de matiriau hydrophile 
poreux, on applique sur la colonne une fraction contenant I'anti- 
gine 3 purifier et I'on 41ue l'antig§ne. On opgre de prSfSrence 
en mxlxeu alcalin, qui a un effet dissociant It qui pfJmet ISnc 
de r6cup§rer I'Ag NANBs prSsent sous forme d' imraunocomplexes. 

On collecte des fractions dans lesquelles on rep&re la 
presence de prot§ines par mesure de la density optique k 280nni. 
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L'antigine NANBs est ditecte dans ces fractions, par les rgactions 
sgrologiques indiquSes pr6c§derament. 

De prgfgrence, pour mettre en oeuvre toutes les methodes 
de purification, on utilise conune produit de depart un s^rum ou 
un plasma d§fibrin§ et concentre, par exemple de 2 a 10 fois. La 
concentration peut Stre realisee par example par precipitation des 
proteines, notamment au polyethyleneglycol ou au sulfate d' ammonium 
et redissolution dans une solution aqueuse tamponnee. On dgtermine 
de fagon simple la quantity d 'agent precipitant ngcessaire, par 
exemple sulfate d* ammonium S 60%. 

Toutes les mSthodes rappelSes ci-dessus pour la purifi- 
cation de I'Ag NANBS peuvent Stre utilisSes ggalement pour la 
purification des Ag NANBc et NANBe, avec les adaptations ngcessaires. 
b) preparation d'anticorps anti-NANBs. 
L'Ag purifiS obtenu au paragraphe precedent sert a 
immuniser des animaux qui permettent d'obtenir des anticorps 
anti-NANBs sp§cifiques. 

Pour cela on administre a un animal une preparation d'an- 
tigene NANBs purif iee telle que dgcrite ci-dessus en combinaison 
avec de 1- adjuvant de FREOND complet ou avec tout autre adjuvant. 
On effectue au moins une administration et de prgfgrence plusieurs. 
Le sang de 1 -animal est prSlevS au moment du taux optimum des Ac 
voulus, au bout de 1 a 4 mois par exemple, et on prgleve le sang 
dont on recueille le sirum. On s' assure que ce sirum ne contient 
pas d'anticorps anti-prot€ines humaines normales. En immunodiffu- 
sion le serum obtenu donnera une ligne de precipitation avec un 
s6rum d'origine humaine contenant de I'antigene NANBs. 

L'Ac anti-NANBs peut Stre purif i6 et isole, selon les 
mgthodes connues de purification et d'isolement des gammaglobulines 
telles que les fractionnements 1 I'gthanol au sulfate d'airanonium 

ou au Rivanol. 

Les anticorps NANBs contenus dans les gammaglobulines 
specif iques prSparees, et dont la prgsence peut etre confirmge 
par les diffgrents tests d'immuno-f luorescence, de CEP ou de 
DRI, sont capables d'agriger les particules virales NANB, y compris 
les virions complete associies a une activite ADN polymerase comme 
on peut le dgmontrer en faisant precipiter les virions complets 
marques par des nuclgotides radioactifs. 

c) preparation du traceur. 

A partir des anticorps anti-NANBs, ceux-ci sont couplgs 
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otenir -^ioactif, par example . l-iode 125 pour 

obtenir un dosage radioinmunologique soit avo. . 

immuno-enzyinatique. 

Realisation du test- 

celui-ci est fait a. ™a„l..e analogue au test pour l-A, 

II. Realisatio n d'un test nom- 
, • ^est pour les A c anti-KFAWR r^ 

A- /ig wANjjc purxfxe va permettre de server 

TZ.TIZT/T''^-'' " - testant 

a nepatate NANB de diverses orialnPQ a r^^^t ^ 

e^iQ4-« . origines 3 permis de montrer qu'il 

existe des variations d'Ag nanBc selon i^. v 

cause. ""^^"s NANB en 

identifl' ""T. "'''"^'^'"^ '^^"^ ^'^^ ont pu stre 3 ce jour 

TZllllL sl r-r^°^^^"^ -a^^^- et Xes ..thodes 

a extraction sont identiques pour les 2 • 

MRMD -J types principaux de virus 

Zl " '^^^^"^^ — -^on nLi et 

des coupes'reTr'^T"""' Indirecte, utilisant conone substra 
des coupes de foies infectSs par un virus NANB (par example par la 
virus NANBl ou NANB2) on HSi-^^«. u exempie par le 

donneurs d. J ' '"''^^ ""^ population normale de 

donneurs de sang envxron 10% d'anticorps anti-NANBcl et 5% 
d antxcorps anti-NANBc2. 

1.. sensibility du dosage radio-i„u„unologique pour 

le ant -NANBC on obtient un grand no.bre de sujets saiL chef 
12 Z """"'^^ anti-NANBcl ou 2 traduisant gu'ils 

ont .t6 un .cent donn. de leur vie en contact avec ce virus et se 
sont oitununisSs sans faire de maladie. 

soit 2 ^ JT -n^' 
soxt 2 a 4%, presente des anomalies d.tectables de la biOlogie 

h pat. ,3 for^e de transaminases et/ou ga^na CT au desLs 

ae 2 fois la valeur-seull dc la normale. 

f anticorps anti-BMBc apparaiasent J la phase algOe 
de la .alaaie d.s Xe d.tut de la .o„t.e das transaminases (en 

toute la auree de la maladie et aussi pendant la convalesceL et 
restent presents plusleurs ann.es apres la .aladie. II n.est done 
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pas douteux, vue la frequence des expositions au virus NANB au 
cours de la vie, qu'une proportion, relativement importante de la 
population ait des anticorps. 

Le titre des anticorps est maximum a la phase aigfle de la 
maladie et si celle-ci gu§rit leur taux decroit. 

Avec une mSthode peu sensible telle que 1' immunofluores- 
cence indirecte, on garde une bonne valeur diagnostique, la 
presence des anticorps anti-NANBc traduisant une maladie en cours 
d'§volution ou §tant en train de s'amgliorer. 

Grace a 1' immunofluorescence indirecte, on a retrouve 
pour les virus NANB ce qui est connu pour les autres virus c'est- 
a-dire que la classe d ' immunoglobulines qui supporte I'activitg 
anticorps au debut de la maladie est reprSsentie par des immuno- 
globulines IgM, puis lorsque la maladie s'arrSte et que le virus 
n'est plus produit, les anticorps IgM sont remplac§s par des anti- 
corps exclusivament IgG. 

La mise en Svidence d' anticorps anti-NANBc de classe 
IgM prend done un intgrSt diagnostique essentiel puisque ceux-ci 
vont traduire une infection en cours d' evolution. Si on se contente 
de rechercher les anti-NANBc IgM ceux-ci ne sont plus presents que 
Chez a peu pres 4 a 5% des donneurs de sang. Au cours des h§patites 
aigfies, les anti-NANBc IgM ne persistent pas apres la normalisation 
des transaminases dans la majority des cas. Au cours des hepatites 
chroniques .par centre, 1 'anti-NANBc IgM persiste. La valeur diagnos^ 

tique est done considerable. 

On a ggalement trouvg une relation quantitativ'e entre 
la presence d -anti-NANBc a un titre gleve superieur a 200 en DRI et 
une infection aigiie ou chronique toujours en evolution. En immuno- 
fluorescence indirecte, un titre supirieur ou ggal au 405me traduit 
toujours que le virus se rgplique et done que le malade sera eonta- 
gieux. En dosage radio-immunologique un titre superieur au SOOeme 
traduit la replication virale NANB actuelle ou persistante et 
s'aceompagne toujours d' anti-NANBc IgM. 

Pour atteindre le but recherche dans le diagnostic qui 
est de demontrer soit la presence du virus, c'est-a-dire son r61e 
dans une hepatite aigfie ou chronique et aussi d' autres syndromes 
comme nous I'avons vu, soit 1 • inf ectivite d'un sujet, en particu- 
lier celle d'un donneur de sang risquant de transmettre une hepatite 
NANB, on a deux possibilites : soit mettre en evidence des anti-NANBc 
IgM, soit titrer les anti-NANBc totaux detectes et admettre que tous 
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les titres superieurs au 200eine et en tous cas S partir du 5006ine 
correspondent S une replication du virus NANB. 

L'objectif final gtant d' avoir un test unique pour le 
repgrage iian.§diat de tous les flacons de sang potentiellement 
infectieux. on peut rgaliser un test oQ sur un support solide 
seront fixes d'une part I'Ag HBc permettant de detecter des anti- 
HBc et ainsi des sujets infectieux pour le virus HB et d 'autre par 
des Ag NANBc 1 et 2 pour reperer les 2 principals classes de viru 
NANBc. La quantity de traceur anti-NANBc est calcul6e pour obtenir 
la sensibilite voulue correspondant au seuil recherche. On a ainsi 
un test polyvalent qui en lere intention repere tous les virus de 
la famine de I'hgpatite responsables d'hSpatites post transfusion 
nelles. Dans un 26ine temps, on peut faire une analyse plus fine en 
siparant les cas anti-HBc-positifs qui sont dus au VHB des autres 
cas. II faut pas non plus mSconnaitre 1- existence d' infections 
doubles. 

Pour la realisation d'un test susceptible de rep§rer la 
classe IgM des anticorps anti-capsidigues du VHB et des virus NAME 
et 2 on fixe sur le support solide, par exemple une bille de polys 
tyrgne des anticorps anti-lgM humaines d'origine animale (par 
exemple de mouton, lapin ou autres) . Cette bille va done repr#sen- 
ter un pigge pour toutes les IgM des s6rums humains. Si on incube 
une telle bille avec un s§runi, elle fixe les IgM circulants. Dans 
un 2dine tenjps, on rajoute aprSs lavage une quantitS fix6e d'antigi 
en 1' occurence soit de I'Ag NANBcl, NANBc2 ou HBc ou un de leurs 
melanges le tout en dilution dans du sgrum humain normal. AprSs 
incubation de 16 S 24 heures 3 la temp§rature ambiante on lave. S' 
y avait des IgM qui ont une activite anticorps centre I'Ag considi 
il y a eu attachement de I'Ag que I'on avait rajout§. II reste al< 
a le rgvgler par addition d'un marqueur approprig, c'est-S-dire 
un anticorps anti-NANBc 1, anti-NANBc2, ou anti-HBc. ou un mglang. 
de ces anticorps, couple 3 un traceur radioactif ou 3 un traceur 
enzymatique (par exemple le peroxydase, qui ensuite donne une rga« 
tion colorge lorsqu'elle est oxydge avec le periodate) et selonl. 
cas on compte la radioactivitg dans un compteur de radiation ou o: 
apprgcie la positivite par la rgaction colorge 3 I'aide d'un phot- 
mgtre qui la quantifie. 

On peut egalement dgtecter des Ac anti-NANBc, avec un 
support sur lequel est fixg de I'Ag NANBc purifie, selon les 
methodes (sandwich ou compgtition) dgcrites ci-dessus. 
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II est possible de r§aliser des tests sp§cif iques pcur 
chacun des Ag NANBcl et NANBc2 mais il parait plus logique d'envi- 
sager la realisation d'un test unique pour les deux plus frequentes 
infections a virus NANB. Pour cela on utilise un melange des deux 
Ag (NANBci + NANBc2) , fixe sur un support solide par mise en con- 
tact dans un tampon phosphate pendant une nuit a 4°C. Apres sechage 
et lavage, les sites eventuellement disponibles sur le support sont 
ensuite satures avec une solution protSique telle que I'hemoglo- 
buline ou I'albumine bovine. Le reactif constitue par le support 
ainsi endait d'Ag va servir a la realisation d'un test, par exeinple 
selon la methode de competition. II est incubS par exemple avec 
200ul de sSrum a tester pendant Ih a 37*C. Apres lavage on fait agir 
les AC correspondants coupl6s au traceur, par exemple les Ac 
anti-NANBc radioactifs. La fixation maximxan de ces Ac traduit la 
liberty des sites NANBc sur le support et done que le sSrum §tudii 
ne contenait pas d'Ac anti-NANBc. Inversanent, si on observe une 
reduction de plus de 50% du nombre de coups/minute de radioactivite 
par rapport a un temoin, c'est que le s6rum etudie contenait I'Ac 
anti-NANBc qui s'est fixe sur le support, muni d'antigene en 
rendant celui-ci inaccessible aux anticorps radioactifs ultgrieure- 
ment mis a. son contact. 
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III. Detection des infections hepatiques a virus HANB 
ou analogues 5 I'aide de I'Ag NANBe ou de I'Ac anti-NANBe > 

L'interet d'un tel systdme provient da fait que I'Ag 
NANBe est I'Ag le plus profond des virus. C'est un Ag de groupe 
commun aux membres de la famille des virus d'hgpatite qu*ils 
soient B ou NANBe. Une gtude des hSpatites post transfusionnelles, 
dans 6 centres^ diffgrents : Lyon^ Paris, Londres, Hannovre, Kiel, 
New- York, a rgvSle que la frequence de la detection de I'Ag NANBe 
au cours des hgpatites post transfusionnelles variait de 60 d 
100 % des cas avec une moyenne autour de 80 %. Compte tenu que la 
methode utilisee etait peu sensible (immunodiffusion) cela signi- 
fie que le systdme Ag/Ac NANBe utilisg est quasi constant dans les 
hgpatites NANB post transfusionnelles. Ceci gtait d'autant plus 
surprenant que I'on pouvait s'attendre ^ des variations gpid6raio- 
logiques dans des souches de virus NANB distinctes vues les 
rggions tr&s diffgrentes. II est en effet quasi deraontrg qu'il 
existe plusieurs types d' hgpatites NANB. 

Le fait que des virus de I'hgpatite NANB distincts n'en- 
tratnent pas d'immunitg croisge a conduit a penser que leurs anti-* 
genes d'enveloppe gtaient diffgrents mais pouvaient appartenir a 
la meme famille de virus ayant en commun le meme Ag NANBe. Ce 
phgnomene a etg dgmontrg pour le virus NANB, le virus HB ainsi que 
pour un virus de I'hgpatite d'une autre esp^ce animale, celui de 
la marmotte puisque pour les 3 virus on peut mettre en Evidence Ag 
HBe^ ou une rgaction croisee avec HBe^. Cette hypothese de 1' exis- 
tence de plusieurs virus NANB possedant un meme antigSne de groupe 
NANBe a gtg confirmge lorsque des inoculums entralnant des hgpa- 
tites NANB d' incubations trSs diffgrentes et s ' accompagnant de 
Igsions ultrastructurales et de particules distinctes en 'micros- 
copie glectronique {souches H et F de SHIMIZU) ont gtg inoculges 
Chez le chimpanzes (SHIMIZU, SCIENCE, 1980). L'gtude des sgrums 
des chimpanzes ainsi inocules avec ces 2 souches de virus NANB 
distinctes a montre que I'Ag NANBe etait detectable chez les 
chimpanzes infectes avec la souche F comme avec la souche H. La 
conclusion que I'Ag NANBe gtait un Ag de groupe de famille des 
virus de I'hgpatite regroupant des virus de I'homme tel que le 
VHB, ou les virus NANB de souches diffgrentes H et F, et meme le 
virus de la marmotte paraxt dont bien gtablie. 

Ceci conf&re done un intgret exceptionnel S cet Ag NANBe 
puisqu'il permet dont 3 priori de diagnostiquer tous les virus ap- 
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partenant a ce nrieme groupe, meme des virus NANB ou autres H§pa DNA 
virus non encore decouverts ou non encore apparus. L'intSret de 
I'antigenicite croisee entre le virus HBe/3 du VHB et I'Ag NANBe 
du virus NANB n'est pas majeur pour le diagnostic des hepatites B 
puisqu'on dispose de tres bons rSactifs spgcifiques pour la recon- 
naissance des hSpatites S VHB. Par centre il n"en va pas de meme 
dans le cas des hepatites NANB pour lesquelles aucun test diagnos- 
tique n'existait 5 ce jour. 

Les difficultes de la sgrologie NANB sent liees a 1' exis- 
tence frequente au cours des hepatites NANB d'antigenes qui ne 
sont pas d'origine virale mais lies a I'hote et qui sont presents 
a -la phase aigue de la maladie et induisent des anticorps. Ces Ag 
peuvent se rencontrer dans une pathologie et dans des conditions 
distinctes de l"h€patite NANB et sont a I'origine de nombreuses 
fausses rSactions car ce sont des constituants normaux qui peuvent 
s' observer dans de trSs nombreuses circonstances cliniques avec 
atteintes du foie d*origines trSs diverses. 

Ces phSnomSnes parasites expliquent qu' aucun test diag- 
nostique reposant sur 1 'utilisation d'Ac naturels selectionnes 
chez I'homme n'a pu constituer le point de depart d*un test satis- 
faisant jusqu'a ce jour. C'est done une caracteristique essentiel- 
le de 1' invention que de reposer sur 1 'utilisation d'Ag purifies 
et d'Ac animaux specif iques ou d'Ac humains monoclonaux ou poly- 
clonaux de' specif ite satisfaisante prepares par chromatographie 
d'affinitg avec de I'Ag purifig. 

Obtention des reactifs : Ag NANBe et Ac anti-NANBe 
necessaires pour realiser le test. 

La realisation d'un test spgcifique pour I'Ag NANBe 
exige done 1) la purification de I'Ag NANBe, 2) 1' immunisation 
d' animaux afin d'obtenir des Ac specif iques de titre eleve et 
d'af finite elevee, 3) selection d'Ac monoclonaux ou polyclonaux 
monospecif iques. Grace a ces anticorps il est possible de realiser 
des tests de sensibilite variable croissante et specifique tels 
que 1' immunodiffusion, la contreSlectrophorese et surtout le 
dosage radio immunologique (DRI) et immunoenzyraatique (ELIZA) . 

Purification de I'Aq NAlTOe 

Deux methodes on ete mises au point pour la purification 
de I'Ag NANBe : 

Premiere methode 

On prgpare et purifie d'abord I'Ag NANBe a partir de foie 
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infects par un virus NANB. Sur I'Ag NANBc ainsi purifig on fait 
agir un agent detergent fort, c'est a dire un detergent ionique, 
en particulier anionique, tel que le SDS. On opdre genfiralement en 
presence d'un rgducteur tel que le dimorcaptoethanol pour liberer 
I'Ag NANBe. Cet Ag est alors utilisg pour immuniser des animaux, 
par example des lapins pour obtenir des Ac anti-NANBe qui rga- 
gissent en immunofluorescence pour dgtecter I'Ag NANBe dans le 
noyau des hgpatocytes infectes, ce qui confirme leur spgcificitfi. 
Ces Ac specif iques peuvent etre utilises pour dgtecter I'Ag NANBe 
dans le sgrum par immunodiffusion et contreelectrophorSse. Cet Ac 
purifig sert egalement de base 3 la realisation du reactif selon 
1' invention permettant d'effectuer un test de DRI dit en sandwich 
ou bien un test immunoenzyraatique qui sera detaille plus loin. 
DeuxiSme mgthode 

L'Ag NANBe sorique peut ggalement etre purifie par chro- 
ma tographie d' absorption. On a decouvert que I'Ag NANBe avait en 
particulier une affinity Elective pour 1 'hgparinogel. Cela a servi 
de base S la mise au point d'une purification selon ce principe : 
dans un ler temps, le sSrum contenant I'Ag NANBe est appliqug sur 
une colonne d'heparinogel, oQ il se fixe et on constate que I'Ag 
NANBe est retenu sur la colonne ; dans un 2Sme temps on realise 
I'elution et on recueille les fractions NANBe positives. 

Immunisation des animaux (lapins, cobaye) 

On opdre par exemple par injections, faites en de multi- 
ples sites £l chaque lapin de 300 ^g de solution antigenique 
titrant 1/16 en CEP, apres melange avec de 1 'adjuvant complet de 
FREUND pour les 2gmes injections et pour les suivantes, a 1 mois 
d'intervalle, avec de 1 'adjuvant incomplet. 

Obtention d'immuns sgrums monospgcif iques 

Selon une premidre technique, on laisse incuber 2h I 
37^C (ou 24h a +4**C) les immuns sgrums obtenus sur du sgrum humaii 
normal, polymerisg par traitement a la glutaraldehyde et sur du 
broyat de foie humain normal egalement insolubilise par la gluta- 
raldehyde. On rgpete 1 'operation jusqu'^ disparition de toute 
rgactivite centre des sgrums ou extraits de foie normaux. Seule 
subsiste alors I'activitg anti-NANBe. 

One autre voie d 'obtention d'Ac monospgcif ique sera la 
preparation d'Ac monoclonaux selon la technique des hybridomes. 

Une quatriSme possibilitg consiste a rgaliser une absor 
tion selective des Ac anti-NANBe par chroma tog raphie d'affinitg 
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sur un support revetu d'Ag NANBe purifie, selon les methodes 
connues . 

Realisation du test pour I'Aq et I'Ac NANBe 

Ce systSme precipitant peut etre dgtectg notamment 

pour : 

- immunodiffusion (ID) 

- contreglectrophor§se (CEP) 

- dosage radio imraunologique (DRI) 

D'autres methodes classiques de sSrologie peuvent etre 
employees grace aux Ag purifies et Ac monospecif iques qui ont gte 
prgpargs, en particulier les tests d' hemagglutination, ou bien les 
d<5sages immunoenzymatiques. 

Avec le rgactif de 1" invention, en fixant sur un support 
de I'Ag NANBe (ou de 1 'anticorps-anti-NANBe) il sera possible de 
dgtecter I'Ac anti-NANBe (ou de I'Ag NANBe) selon les mSthodes de 
sandwich ou de competition decrites ci-dessus. 
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^* Cas particulier de la detection des donneurs de 
sang sus ceptibles de transmettre un virus de 1 'hepatite nanb , 
mais au ssi tout autre virus api>arent6 Hepa-DNA virus . 

A. Comme indiqug ci-dessus dans les g§neralites il 
s'agit d'un probleme majeur par ses consequences en raison: 

1) de la frequence du portage de ces virus par environ 
3 a 10% des donneurs de sang benevoles, et une proportion allant 
jusqu'a 35% pour les doimeurs r§muneres et en pays d'end&nie. 

2) de la gravitg potentielle des hepatites NT^B post 
transfusionnelles dont 50% evoluent vers la chronicite avec 
finalement cirrhose du foie possible, et qui au total ont une 
morbidite et mortalite considerables. 

B. Une des caracteristiques de 1' invention est d* avoir 
precise la possibilit§ de dgpister les donneurs infectieux 
asymptomatiques par plusieurs tests s§rologiques specifiques 
permettant la detection de I'Ag NANBs, de I'Ag NANBe, et des 

Ac anti-NANBc/1 et 2, chacun des tests ayant son int§r&t propre. 

C. Une deuxieme caractSristique de cette d§couverte 
est la caract§risation de la biologie et de la virologie des 
virus NANB, et la mise en evidence des differences tres variables 
du comporteinent des marqueurs viraux NANB s, e et c, et une Evolu- 
tion tres differente par rapport au virus HB. 

a) L'Ag NANBs est beaucoup moins abondant que dans 
les infections d VHB par contre I'Ag NANBe lui est produit en 
quantit§s §gales sinon plus importantes que dans I'hepatite B, 
et souvent supgrieures a celles de I'Ag NANBs. Un test reposant 
sur I'Ag NANBe sera done plus sensible dans certains cas. 

b) Une autre caracteristique est le caractere fluctuant 
et recurrent mais helas chronique des infections NANB avec 
episodes de normalisation plus ou moins parfaite y compris des 
SGPT, On croit le sujet gueri puis il y a rechute. Les marqueurs 
NANBe et NANBs evoluent de fagon semblable et disparaissent par 
episodes du s§rum: 

a) en partie parce qu'il y a des cycles de synthase 
avec des recrudescences et phases de quiescence 

B) en partie car les Ag sont masques par les Ac anti-NA^ 
et anti-NANBs sous forme de complexes Ag/Ac, ceux-ci pouvant Stre 
infectieux. Dans le cas de complexes immuns masquant les Ag NANB/j 
et e, ou d'une brusque baisse de synthase, les Ac anti -NANBe i til 
§leve gardent toute leur valeur pour reperer un donneur dangereux. 
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C*est mSme un de leurs interets essentials. 

y) II serable qu • inversement au virus HB il y ait aussi 
des cas avec de grandes quantites 'd'Ag NANBe^ et NANBs accessoi- 
rement, oii les anti-NANBc/l--2 sont a un titre tres faible- 

Au total les cons ta tat ions conduisent S penser que le 
test le plus performant pour la dStection du plus grand nombre de 
porteurs de virus serait un test qui permettrait 5 la fois la 
detection des differents marqueurs NANBs, NANBe. et anti-NANBc. Un 
tel test est possible et nous allons en donner le principe. 

R§alisation d'un test mixte ELISA et DRI en phase solide 
selon le principe du sandwich pour la detection simultanee des Ag 
NANB/s et e et du principe de la coinp§tition pour les Ac anti-NANBc . 

On fixe d'abord les Ac anti-NANBe et a'nti -NANBs sur la 
bille qui piegera done Ag NANBs et NANBe, on y rajoute en vue d'une 
phase ulterieure des Ac anti-NANBc/1-2, on veille a ce que 
les Ac anti-NANBe soient aussi fortement anti-NANBc et on peut 
meme raj outer ceux-ci. 

Le reactif ainsi realise va etre mis I incuber avec le 
serum a tester. S'il y a des Ag NANBs ou NANBe ceux-ci vont se 
fixer. On lave et on incube avec un m§lange d'Ac anti-NMra/s+e, 
marqu§s 3 un traceur (enzymatique dans le cas d'un test ELISA). 
On revele les cas positifs par photometrie. 
Si le sgrum est positif , il est infectieux et ne peut etre 
transfusS. On pourra analyser ulterieurement quel est I'Ag en cause. 

Si le serxnn est n§gatif , ce n'est pas une preuve absolue 
qu'il n'est pas infectieux, simplement il est possible que les Ag 
NANBe et s ne soient pas detectables au seuil de sensibility du test 
Elisa tel qu'il est construit. 

Nous avons vu que ces Ag peuvent etre moins abondants 
en phase de quiescence ou bien §tre masques, mais le sang et le 
sSrum res tent infectieux. 

On recherche alors les Ac anti-NANBc de la fagon suivante. 
Au rSactif qui porte les Ac anti-NANBc/ ^^^^ rajoute une quantite 
determinee d'Ag NANBc/^^^ ^^^^^ ^^^^ serum huma in normal. On ra- 
joute ensuite le serum ou I'on veut d§tecter les Ac anti-NANBc/ j^^j ' 
et des Ac anti-NANBc/^^^ couples S un traceur radioactif , par exemple 
I 125, Apres incubation, si le serum a tester contient des Ac anti- 
NANBc/1+2, ceux-ci vont dirainuer la fixation des Ac marqu#s du 
traceur sur le reactif auquel on a ajoute I'Ag NANBc/1+2. 

Une reduction de plus de 50% au nombre de coups compt§s 
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par spectrometre Gamma permet de conclure que le sgrum test§ 
est positif aux Ac anti-NANBc. 

On va ainsi S nouveau retrouver un certain nombre 
de sSrums infectieux marquis par ..la premiire phase du test, 
car le test sera calibrS pour repgrer les cas avec 1 'antl-NANBc/ 
1+2 de titre supgrieur S 1/500 signant I'existence d'un virus en 
replication active. 

Au total le test propose est un test en deux temps ou 
un double test, I'un gtant un test iiranunoenzymatique, 1 'autre un 
test radioiramunologique. Dans le cas particulier dScrit ici, 

la premiere phase est un test iramunoenzymatique recher- 
ch^nt a la fois NANB/e et s selon la methode du sandwich, et 

la deuxieme phase est un test radioimmunologique recher- 
chant les anti-NANBc/l+2 selon un principe de competition entre I'P. 
a tester et I'Ac fix§ au traceur. 

D. Construction d'un rSactif pour la detection du VHB 

et NANB. 

Un autre aspect important de 1' invention est done la 
demonstration d'une reactivite croisee entre les Ag des virus B 
et NANB maximum pour HBe/3 et NANBe, intermediaire HBc et NANBc/1 
et 2, et tres faible ma is non nulle pour HBs et NANBs (en iramunodif 
fusion avec Ac tris purif igs) . 

Ces reactivites croisees ne sont pas suffisantes avec let 
reactifs commerciaux disponibles actuellement pour le VHB (sauf 
exception) pour detecter le virus NANB. En particulier en ce qui 
concerne la reactivite croisee maximum elle existe entre HBe/3 
NANBe, mais pas avec HBe/1-2 qui representent la base des tests 
DRI coRunerciallses jusqu'a ce jour.~ 

Plusieurs tests pour le depistage slmultane des virus 
B et NANB peuvent §tre congus. 

Depistage simultang des Aq HBs NANBs et NANBe 
(test sandwich) 

a) On fixe sur le support solide les trois Ac anti-HBs, 
anti-NANBs, et anti-NANBe, en melange. 

On peut utiliser soit des Ac specif iques d'animaux hyper; 
munises avec haute constante d'af finite, soit des Ac raonoclonaux 
obtenus par la technique des hybridomes, soit des Ac humains mono- 
clonaux rendus monospecif iques pour I'Ag voulu. 

Si on a soin de sglectionner les Ac de classe IgM on peu 
augmenter la sensibilite du test. 
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b) L' incubation du serum S tester se fait de fagon 

standard. 

c) Le traceur est ggalement un mSlange des 3 Ac couples 

soit a I ,c en DRI soit 5 une enayine (phosphatase alcaline ou 
X 2 o 

peroxydase) en Elisa. 

LS encore, 1' utilisation d'IgM monoclonaux de haute 
avidite et de specificite voulue peut augmenter les performances 
du test. 

On effectue la revelation selon les techniques 
classiques. 

2"/ Autre reactif pour la detectio n simultanee des Ag 
NANBs. HBs. NANBe et de I'Ac anti-NAMBc. 

on fixe sur le support solide quatre Ac: anti-NANBs, anti- 
HBs, anti-NANBe et anti-NANBc/1 et 2. On met en contact avec une 
solution contenant de I'Ag NANBc dans du serum humain normal puis 
avec le s§rum a tester et on ajoute des Ac anti-NANBc/l-2 marques 
par exemple S un traceur radioactif \X^^^) • AprSs lavage et 
revelation, si plus de 50% de I'Ac anti-NANBc radioactif est fixi 
au support c'est que le serum etait negatif pour les Ac anti-NANBc/ 
1-2. 

on met ensuite le r§actif au contact d'une prgparatxon 
d'anticorps anti-HBs, anti-NANBs et anti-NANBe coupl§s a un 
traceur different de celui choisi pour la iSre itape, done ici 
enzymatique, peroxydase par exenple. 

Apres lavage et r§vglation, si les Ac marquis sont f ixSs 
sur le support c'est que le serum a tester etait positif pour I'un 
des Ag et done infectieux. 
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Les exemples suivants illustrent 1' invention sans 
toutefois la limiter. 
EXEMPLE 1 

Realisation d'un rgactif avec 1 'Ac anti-NANBe. 
On utilise des billes de polystyrene comraercialisges 
par la Society PRECISION PLASTIC BALL (U.S.A.). 

Les billes sont lav^es dans I'ethanol pur avec agitation 
€nergique pendant une nuit a temperature ambiante . El les sont 
ensuite lavSes a I'eau distillSe et s6ch6es en gtuve a 37«c. 

Au dgpart d'un s6rum reconnu positif S I'Ac anti-NANBe, 
on prgcipite les IgG par addition d'une solution de sulfate 
d •ammonium a 33%. On purifie ensuite les gammaglobulines pr6cipit6e 
par chromatographie sur gel de DEAE Cellulose selon les mgthodes 
connues de purification des gammaglobulines. Les fractions contenan 
les IgG sont dilutes dans un tampon tris 0,01M de pH 7,2 jusqu'i 
une concentration de 50 pg/ml. On laisse incuber les billes dans 
la solution diluSe, en agitant doucement, pendant 18 heures 3 
temperature ambiante. 

On sgpare les billes ainsi incub6es puis on les fait 
incuber dans une solution d'albumine bovine k 5% en tampon phosphat 
0,02M glygocolle 0,3M de pH 7,5. 

Aprgs incubation pendant 4 heures h tempSrature ambiante, 
en agitant doucement de temps en temps, on sgpare les billes, les 
lave a I'eau distillge et les sSche a 37«C. On peut ensuite les 
conserver a temperature de 4»C. 

Le rgactif constitug par les billes ainsi obtenues peut 
servir a la detection de I'antigSne correspondant a I'anticorps 
fixe, selon une m6thode dite "sandwich" qui est decrite ci-apr6s. 

Realisation du test "sandwich" pour la detection d'un 

antigdne. 

Le principe du test est le suivant : 

On incube 200 1 de sirum a tester avec une bille revetue 
comroe precedemment, pendant 18 heures a temperature ambiante. 

Ensuite on lave la bille a I'eau distiliee. 

On incube alors la bille dans 200 ul d'un traceur radio- 
actif pendant 4 heures a 37«C. On lave la bille puis on effectue 
un comptage de radioactivite. pendant une minute avec un spectroroeti 
de radiations gamrae type PACKARD par exemple. On procSde par compa- 
raison avec des sSrums temoins reconnus negatifs a I'Ag NANBe. 
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Les serums pour lesquels on observe un nombre de coups 
par minute deux fois supgrieur au ;iombre ae coups par minute obser- 
bg pour les sgruras temoins nggatifs, sont considgrSs comme positi- 
tifs. 

Le traceur radioactif est prgparS de la fagon suivante i 

- des AC anti-NANBe purifigs sont raarqugs avec I'iode 
radioactif par la chloramine T qu'on dilue ensuite de fa5on a 
obtenir entre 5.10^ et 10^ CPM/200 Vl (soit la quantitg que I'on 
applique sur une bille pendant la deuxigme incubation). 

Le diluant a la formule suivante : 

- Tris HCl 0,01M pH 7,5 

- NaNj 0,1% 

- serum humain. normal (SHN) 10% 

- sgrum de veau Foatal <SVP) 50%. 

Le raarquage selon la mgthode dgcrite par GREENWOOD est 
rgalisg par exemple de la fa?on suivante : 

On utilise 1,5 mCi d'iodure de sodium ma?qug a I'iode 
radioactif, que I'on ajoute a 50 yl d'igG (anticorps anti-NANBe 
purifig) a 1 1 en solution dans un tampon phosphate 0,05M pH 7,5. 
On ajoute ensuite la chloramine T et le metabisulfite selon la 
mgthode de GREENWOOD. 

On passe ensuite la solution obtenue sur une colonne 
DOWEX 2X 8000 de diamStre de gel 100-200 mesh. On utilise 3ml de 
gel. On recueille 3ml d'gluat que I'on passe sur une colonne de 
SEPHADEX G25% (10ml de gel) . On rgcupgre les cinq premiers milli- 
litres glugs aprSs le volume mort de la colonne. lis contiennent 
I'anticorps marqug a i'iode radioactif. 
EXEMPLE 2 

Rgalisation d'un rgactif pour les Ac anti-NANBe . 
Purification des Ag NANBcl et NANBc2. (et HBc) 
a) purification a partir du foie 

Un homogenat de foie est prgparg par broyage a partir 
d'un foie d'autopsie d'un malade dgcgdg d'hgpatite NANB et dont le 
foie a etg trouvg positif en immunofluorescence directe avec un 
anti-NANB'C conjugug pour I'Ag correspondant NANBcl ou 2. 

Le broyage est effectui en prgsente d'un tampon Tris HCl 
0,05 M, pH = 7,6 + 0,25 M Sucrose + 0,006 M Mg Clj, + 0,025 M KCl. 
Le broyat brut est filtrg. L'homoggnat est centrifugg 20 minutes 
a 4000g (+4»C). Le culot est resuspendu dans le meme tampon, homo- 
gfeagisg et centrifugg 20 minutes a 4000g. Cette opgration est 
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recominencge 2 fois. Le culot final est resuspendu dans un tampon 
Tris -HCl pH 7,6 0,05M ♦ NaCl 0,15 M ♦ detergent non ionique NP 
40 0,1% + B mercaptogthanol 0,02% + pronase E (70000 POK/g MERCK) 
a concentration finale de 0,1%, 

Apr$s 1 heure S 37 et 1 nuit S +4** C, on soumet 3 une 
centrifugation pendant 20 minutes I 10000 RPM. On elimine le 
culot. Le surnageant est centrifuge 16 heures h 27000 RPM sur 10 
ml d'un gradient de sucrose 10-20% en tampon Tris-EDTA 10 mM + 
NaCl IM. Les culots sont repris dans CsCl (d=l , 22g/cm3) en tampon 
Tris EDTA lOmM + BSA 0,1% (volume final : 5ml ) et on depose sur 
28 ml d'un gradient de Cs CI 1,28 - 1,43 g/cm3, le tube est comple- 
te avec Cs CI (1,18 g/cm3) et centrifugS 40 heures S +4*^C et 25000 
RPM. 

Le gradient est recoltS par le fond du tube en fractions 
de 1,2ml qui sont dialysees aprgs lecture de 1* index sur r§pactom6- 
tre. Les fractions positives sont rassembl^es et centrifugees sur 
coussin de sucrose 10-20%. 

On peut proceder ensuite H une nouvelle ultracentrifuga- 
tion en gradient de sucrose. Les fractions concentrees sont mises 
sur un gradient continu de 15 3 55% de sucrose prepare en tampon 
TSA .(tampon Tris 0,05 Hcl pH 7,6 0,15M NaCl et 0,02% Na3) et ultra- 
centrifugges pendant 18 heures a 24000 t/mn a dans le rotor 
SV727. 

Des fractions d •1,5ml sont ensuite collectges a partir 
du bas du tube puis testges pour la DNA polymerase et pour les 
Ag NANBc. La densitS de chaque fraction est determin§e par 1' index 
de refraction dans un ref ractomdtre ABBE. Toutes les fractions son 
conservies a 4**. 

C'est ce corps purifig et/ou plutot le melange des frac- 
tions ainsi obtenues pour NANBcl et NANBc2 (ainsi que pour I'Ag HB 
eventuellement) , qui pourra etre utilise soit pour Stre fixg direc 
tement sur une bille pour detecter les anticorps anti-NANBc, soit 
pour Stre rajout^ dans un 2§me temps si on realise le test IgM. 

Purification des antigdnes capsidiques NANBcl et 2 
(ou HBc) 5 partir du serum. 

Pour cela, on choisit un s^rum NANBe tres positif prove- 
nant de donneurs de sang ou de malades et si possible de sujets 
immunodgprimSs tels que les hemodialyses et des leuc€miques qui sc 
rSputgs pour avoir de grandes quantitSs de virus circulant,ayant i 
titre trSs §lev6 d'Ag NANBe par exemple 1/8 en CEP ainsi que d'Ag 
NANBs, et surtout pour lesquels en faisant la reaction d'ADN 
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polymerase sur un culot d'ultracentrifugation du s§rum ainsirepere^ 
on trouve une activite ADN polymerase. Apres avoir ainsi identifie 
les sujets qui peuvent representor des sources int^ressantes de 
virus complet, on obtient chez eux une quantity importante de plasma 
ou serum preleve soit lors d'un don de sang, soit lors d'une plasma- 
phcrese suivie de recalcification du plasma. On procede ensuite t 
une ultracentrifugation. 

On commence en partant de 18,5ml de serum qui sont clari- 
fies puis qui sont centrifuges H travers 20ml d'un gradient continu 
de sucrose 10-20% sur rotor SW 27 20 heures a 25000 RPM puis le 
culot obtenu est repris dans du chlorure de cesium. 

Les fractions sont recuperees a partir du bas du tube qui 
est perfore. On recueille des fractions de 0,5ml sur lesquelles on va 
mesurer 1' index de refraction dans le refractomStre ABBE I'activitS 
ADN polymerase et I'Ag NANBs. On va selectionner les fractions 
positives pour 1* activity ADN polymerase si on s* assure en microsco- 
pie electronique qu'elles contiennent bien la partieule virale 
complete S double membrane correspondant au virion complet 

Pour obtenir I'Ag NANBc qui est represents par le centre 
de ces virus complets on reprend cette fraction et la recentrifuge, 
apres 1' avoir melangee a 2 volumes de solution riche en particules 
virales completes avec 1 voliime de detergent Nonitet P40 10% 
(Shell Company), sur un gradient 15-55% de sucrose en tampon TSA 
comme dScrit plus haut pour la purification S partir du foie. Les 
fractions sont testees pour 1' activity ADN polymerase et les Ag 
capsidiques NANBc par CEP. Les fractions positives en Ag sont recu- 
perees et traitees comme decrit ci-dessus. Elles serviront a la pre- 
paration du reactif . 

Realisation du reactif 

a) test anti-NANBc simple 

Lavage des billes de polystyrene vierges (cf test HBC 
ci-dessus) . 

b) couplage par adsorption de l"Ag NANBc sur les billes. 
Une solution en proportions convenables soit d'Ag NANBcl et 2 soit 
meiangee a de I'Ag HBc est fixee sur les billes par incubation dans 
I'Ag par agitation 12 a 18 heures a temperature ambiante. 

c) saturation des billes, I'excSs d'Ag aprSs couplage est 
eiimine et sans lavage prealable on ajoute aux billes une solution 
tampon pH 7.5 phosphate 0,02M glycocolle 0,3M albumine bovine 5%. 
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On incube 4 heures a temperature ambiante, on agite doucement d 
intervalles rgguliers. 

d) Les billes sont lavges a I'eau distillge, elles sont 
sgchges a 37* et conservees a 4*^. Ces billes couplges a I'Ag sont 
pretes a etre utilisges pour la detection de I'anti-NANBc corres- 
pondant ou bien des diffgrents anticorps anti-capsides. 

e) preparation du traceur : il s'agit d' anticorps anti- 
NANBcl, 2 et/ou anti-HBc. On prend 50 1 d'IgG avec I'activitS anti 
corps choisie a 1 g/ul dans du tampon phosphate a 0,05M pH 7.5,soi 
50)jg de proteines* On dispose de 1,5 mCi de iodure de sodium 
contenant I 125. 

50 1 de phosphate 0,5M pH 7.5 sont mglanggs avec la 
chloramine T et du in€tabisulfite selon la technique de Greenwood. 

A la fin du marquage, passage immSdiat sur colonne 
Dowex 2 X 8 cm 0 100 a 200 mesh (3ml de gel). On r6cup6re 3ml puis 
on passe sur colonne Sephadex G 25 soit 10ml de gel. Les 5 premiers 
ml apr&s le volume mort de la colonne 'sontrgcupgrSs et contiennent 
1 'anticorps marqug a I'iode radioactif sgpar§ de I'iode libre. Le 
traceur est dilug dans un diluant traceur (cf test HBe ci-dessus) 
pour 1' analyse d'une dilution dans ce milieu de fagon a obtenir 
entre 500.000 et 1.000.000 de coups par minute pour 200 1. 

Realisation du test proprement dit 

La bille recouverte d'Ag NANBc est incubge avec 200 1 dc 
serum a tester pendant 18 heures a tempgrature ambiante. 

Ensuite on lave a I'eau distillge abondamment. 

On incube avec 200 1 de traceur radioactif contenant done 
500.000 a 1,000.000 de CPM, 1 'incubation a lieu pendant 4 heures 
37** au bain-marie. 

On lave a nouveau comme precgdemment decrit et on.compte 
1 minute dans un spectrometre de radiation gamma Packard. 

Calcul des positifs; il se fait par coroparaison avec les 
resultats obtenus dans des serums nggatifs. On sgrum est positif 
si le nombre de coups/minute est infgrieur a 50% de celui obtenu 
pour la moyenne des serums temoins negatifs soit une inhibition de 
plus de 50% de la radioactivitg. Au lieu d'utiliser un traceur 
radioactif, on peut utiliser un traceur enzymatique reprgsentg par 
un marquage des anticorps a la peroxydase (HRP), RZ30 Boehringer 
Manheim bH West Germany. Ce couplage est fait selon la mgthode 
de Nakane, Journal Histochemistry Cytochemistry, 22 : 1084-1091 
(1974). 

Test pour la dgtermination des anti nanbc IqM 
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One bille de polystyrene est couplSe initialement avec 
I'anticorps anti-IgM humaines, de jnouton ou de lapin, ce sont les 
m§mes conditions de couplage de la bille que pour les anticorps 
anti-NANBe (voir exemple 1) . 

Ensuite avec 200 yul de serum diluSs au 500&me dans un 
tampon 0,01 PBS pH 7.2 0,05 Tween-20 (PBS TW)on lave la bille. 

On rajoute 200 y 1 d'une solution de sgrum humain normal 
contenant des antig§nes NANBcl, 2 et HBc sgpargment ou ensemble. 
On incube a nouveau 16 a 24 heures § la temperature ambiante. 

Nouveau lavage, nouvelle incubation avec le traceur di- 
lug convenablement, incubation 4 heures a 31". Lavage. 

Dans ce cas le traceur n'est pas simplement rgalis6 par 
le raarquage des anticorps complets § I'iode radioactif, il s'agit 
d* anticorps partiellement coupSs que I'on appelle fragments P 
(ab') 2 ceci afin d'gviter une rSacticn non spgcifigue avec le 
facteur rhumatoide qui est une anti-I0I non specif ique de 1' hepati- 
te. Done les anticorps anti-NANBc de classe IgG sont transformgs 
en fragments F (ab') 2 par la mSthode de Rossi (Nature 223:837, 
1969) . 

Pour cela simplement les IgG sont digeres avec la pepsxne 
(2700ug/rag a pH 4.3 pendant 20h) I'action est stoppge en ajoutant 
du Tris hydroxymSthyl aminoethane a pH8. 

Les petits peptides et les fragments F (C) sont enlevgs 
par filtration sur gel sur Sephadex G50. Les IgG non diggrgs par 
I'action de la pepsine sont gliminSs par absorption sur une colonne 
immunoabsorbante couplge a un anticorps anti-Gamma P (c) humain 
couplS a du Sepharose 4B par du bromure de cyanogSne. 

Prg paration des anticorps anti-NANBc 

Les anticorps anti-NANBc 1 et 2 de titre tr§s glevi peuvent 
gtre soit obtenus chez des malades dont le sgrum apparait en immuno- 
fluorescence avoir des titres superieurs au 1/lOOeme en IF indirec- 
te, soit Chez des animaux immunisgs avec les Ag NANBc 1 et 2. Ces 
anticorps peuvent soit etre directement conjuggs au traceur radio- 
actif ou enzymatique, soit gtre utilisgs pour la prgparation des 
fragments F (ab-) 2. Inversement, on pent utiliser les Ag NANBcl 
NANBC2 purifigs et iiranuniser des lapins ou cobayes avec ces antigSnes 
comme dgcrit pour la prgparation des anti-NANBe a partir des Ag 
NANBe a partir des Ag NAHBe purifigs. 
EXEMPMB 3 - Purificati on de I'Ag NANBs 

. L'Ag NANBs peut Stre purifig par exemple de la fagon 
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suivante, Cette purification ne fait pas partie de la prSsente 
invention. 

a) Choix des plasmas positifs pour I'antigene NANBs 

Les sujets ayant trouves porteurs d'antigdne NANBe au 
cours de programmes de detection systgmatique de cet antigdne et 
de transaminases chez des donneurs de sang, ou bien S 1 'occasion 
de perturbations clinique et/ou biologiques, hgpatiques, en 
particulier, des transaminases (notamment TGP) ou des gammas 
glutamyl transpeptidases chez des consultants plus ou moins 
symptomatiques, sont ggalement testes pour I'antigSne NANBs en 
immuno-dif fusion et contre-electrophorese. 

Nous avons observg que 5% des donneurs de sang environ 
ont des TGP 2 fois supSrieure 3 la normale, 80% de ces memes 
individus sont positifs pour I'Ag NANBe et plus de 15% pour l*Ag 
NANBs, Les sujets trouv6s porteurs d'un titre suffisant d'antigSne 
NANBs 1/4 ou 1/8 par contre-Slectrophordse si possible, font 
I'objet d'un prelevement de sang ou de plasma. Pour la preparation 
du vaccin on s'adressera de preference I des sujets apparerament 
sains, les perturbations hgpatiques moderees signalSes ci-dessus 
n'etant pas redhibitoires en elles-memes. 

b) Purification de I'antigene NANBs par chromatographie 
sur gel de sepharose CL 4-B (Pharmacia, OPSALA, Su^de) 

One colonne de chromatographie est gquilibrSe avec du 
tampon tris 0,05M HCl 0,15M, pH 7,6. On applique sur la colonne 
une fraction sSrique enrichie d'antig^ne NANBs (par une precipita- 
tion prealable au sulfate d' ammonium a 60% suivie de dialyse contre 
le meme tampon), une telle fraction de 5ml reagissant fortement poi 
I'antigene NANBs est posee sur la colonne. L'glution se fait avec 3 
meme tampon et le debit est rggle 5 25ml par heure. Des fractions 
de 5ral sont collectees et testSes pour I'antigene NANBs et pour 
I'antigene NANBe en immunodiffusion et C.E.P. (contre-eiectrophorSf 

L' analyse des fractions recueillies fait apparaitre 5 pic 
de proteines par mesure de la density optique 3 280nm. L'antigSne 
NANBs est detects dans les premieres fractions, imraediatement aprd: 
le volume d'exclusion de la colonne. C'est dans ces premiSres frac- 
tions que I'on observe le titre le plus elevg d'antigene NANBs, 
atteignant 1/32 en C.E.P. Les fractions ultirieures, ont un titre 
plus bas. Et el les sont ggalement positives pour I'antigene NANBe. 
Les fractions NANBs tres positives sont reunies et repassSes une 
nouvelle fois sur la colonne pour augmenter la quality de la sSpar 
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ration. 

On rgunit a nouveau les fractions KANBs et on les concentre 
pour les soumettre eventuellement § des etapes de purification ul- 
tgrieures. On peut ggalement faire suivre plusieurs siries de colon- 
nes differentes, en particulier avec le Sepharose 6200 SUPERFINE 
(Pharmacia) ou I'Ag NANBs sort essentiellement dans les 2gme et 
3gme pics de proteines des fractions elu§es. 

L'antigSne NANBs peut §galeraent etre isoli par ultracen- 
trifugation en gradient de densit§ de sucrose ou de chlorure de 



cesium. 



II peut ggalement §tre purifiS par chromatographie d'affi- 
nitS. Pour cela on peut utiliser divers supports tels que le Sepha- 
rose, ou un support permettant une utilisation en "batch" au lieu 
de colonne comme la MAGNOGEL de 1' Industrie Biologique Fran9axse ; 
dans ce cas or. incube les Ag anti-NANBs apres activation du gel 
avec la glutaraldShyde pour realiser 1 • iramunoabsorbant. 

a) Preparation d'un immuno abso rbant Sepharose, 

anti-NANBs; ^ , ^ 

La fraction garamaglobulinique d'un sgrum trouvg fortement 

positif en anticorps anti-NANBs est prSparg par prgcipitation avec 

du sultate d 'ammonium pH=7 S 33% de concentration finale. Le preci- 

pitg est redissous en tampon 0,1M NaHCOg et dialysS vis-S-vis d'une 

'solution 0,5M NaCl-0,lM mnCO^. La concentration par rapport au 

sirum de depart est de 3 fois. Les gammaglobulines anti-NANBs sont 

couplges a du Sgpharose 4B activi au bromure de cyanogine (4B CNBR- 

Pharmacia - UPSALA- SuSde) , selon le precede decrit par CUATRECASAS 

et AFINSEN dans Ann. Rev. Biochem.40: 259,1971. 7g de Sgpharose 4B 

activg au CNBr sont mis a gonfler et sont lavgs sur un filtre en 

verre avec une solution 0,001M HCI pendant 30 minutes. Immgdiatement 

apres lavage, le gel est mSlangg avec 200mg de gammaglobulines antx- 

NANBs en solution bicarbonatSe et on agite pendant 2 heures a tem- 

pSrature ambiante. 

Le gel est ensuite lavi avec 600 ml de la solution 
0,1M NaHC03 contenant 0,5M NaCl, et traitS avec 50ml d'une solution 
d'ithanolamine IM Ph=8 pendant 2 heures a 25»C. 

Le Sepharose ainsi couplg est ulterieurement lavg alter- 
nativement avec un tampon IM NaCl, 0,1M. acetate, pH=4 et un tampon 
IM NaCl, 0,1M borate, pH=8,4. Le dernier lavage est fait en tampon 
0,1M borate, pH=8,4 contenant 0,5M de NaCl et 0,005M d'EDTA. ^ 

b) Dans un autre mode d'exgcution du procgdS on a utilise 
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un immuno absorbant MAGNOGEL, active S la glutarald^hyde et coupl6 
avec les immunoglobulines anti-NANBs. 

c) Isolement de l*antigene NANBs; 

Une colonne de 2 x 11 cm de S§pharose coupl^e S I'anti- 
NANBs est utilis§e. La colonne est §qui librae avec le tampon h 
temperature ambiante. On ajoute 25ml de la solution concentr§e 
contenant de I'antigine NANBs de titre glev^. Cette solution est 
diluge au demi avec le tampon et on laisse 1 heure k 37**C pour 
favoriser 1 'adsorption* La colonne est ensuite placSe a +4**C et la- 
vee avec le tampon borate jusqu'S ce que la densite optique des 
fractions devienne nulle. L'antigdne NANBs est elue de la colonne 
par un tampon phosphate 0,1M, pH 10,8. Les fractions de 5ral sont 
recueillies et la density optique ^ 2 80nm mesuree. On ramSne immS- 
diatement 3 un pH physiologique par addition NANBs et toutes les 
fractions positives sont rSunies et concentries par ultrafiltration 
sur filtre AMICON retenant toutes les protgines ayant un poids 
moleculaire supgrieure k 30.000. 

Toutes autres conditions de couplage et d' glut ion en 
particulier celles prgconisges par le fabricant du Sgpharose 4B CNE 
peut etre utilisges pour cette mgthode de purification. 
EXEMPLE 4 

Purification de I'Ag NANBe par la mgthode a 1 ' hgparinogel 
On sglectionne des serums positifs en Ag NANBe en ID et 
en CEP. Apres filtration sur millipore (diamStre des pores 0,45 mi- 
crons) pour clarification, on soumet 3 une ultracentrifugation penc 
2 heures 3 300000g. On recueille les surnageants (les culots peuvei 
etre utilisgs pour isoler les virus NANB recherchgs par I'activitg 
de DNA polymgrase) . 

On ajoute au surnageant une solution 3 33% de sulfate 
d'ammonium (SA) S raison de 0,5 vol. de solution de sulfate d'aramo- 
nium pour 1 volume de surnageant pour une concentration en S.A. de 
33% afin de prgcipiter notamment les gammaglobulines. On elimine 1 
prgcipitg par centrifugation (on peut rechercher gventuellement da 
ce prgcipitg la prgsence d'anticorps anti-NANB). Au surnageant on 
ajoute du S.A.jusqu'a concentration de 70% (en ajoutant du S.A.cri 
tallisg 3 la solution 3 33%). On centrifuge, glimine le surnageant 
et reprend le culot par le TSA. On glimine le sulfate d» ammonium p 
dialyse contre le TSA. On vgrifie par CEP et ID que le produit obt 
a un titre satis faisant en Ag NANBe. 
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On chromatographie la fraction ainsi obtenue sur une 
colonne remplie par 200 ml d'hiparine Ultragel IBP (h€parine 
fixee sur gel d» agarose) equilibrSe en tampon Tl (Tris 0,05M,NaCl 
0,15 M, NaN30,02%, CaClr 0,025M, pH 7,6), en dgposant 5ml de 
ladite fraction. On elue par le tampon Tl (100ml environ) S 
faible dgbit 0,2ml/minute) puis on lave (debit Iml/minute) avec 
200 ml de Tl puis 100 ml de tampon T2 (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, 
NaN3 0,02%, EDTA 0,01M, pH7,6), et elimine I'eluat. On elue 
ensuite I'Ag NANBe par un gradient de solution aqueuse de chlorure 
de sodium dans le tampon T2 obtenu en ajoutant progressivement 
(0,5ml/minute) une solution Tris 0,0 5M EDTA 0,01 M NaCl 2,5 M 
dans un flacon, muni d'un agitateur, contenant 300 ml de tampon 
T2. On collecte des fractions de 10 ml (50 fractions environ), en 
gvaluant la concentration en Nacl au rgfractomStre d'ABBE. Les 
gradients allaient de 0,15 M S 1,2 M NaCl. Les fractions sont 
dialysges contre du tampon TSA, puis reconcentrges par ultrafiltra- 
tion (limite 10 000 daltons) S environ 1ml. On recherche la 
presence d'Ag NANBe par ID et CEP, qui est observee principalement 
dans les fractions correspondant a 0,3-0,7 M NaCl. On reunit ces 
fractions et obtient ainsi une fraction purifi^e d*Ag NANBe 
pouvant etre utilisge par exemple pour realiser un reactif selon 
1' invention destine a detector la presence d'Ac anti-NANBe. 
EXEMPLE 5 

Obtention d'Ag NANBe au depart de I'Ag NANBe 
On utilise comme produit de depart la fraction positive 
en Ag NANBe obtenue S 1' exemple 2. a) apr§s ultracentrifugation en 
gradient de sucrose S 4 ml de cette fraction on ajoute 1,33 ml de 
/3-mercaptoethanol S 0,5% et 1,33 ml de dodecyl sulfate de sodium 
(SDS) a 0,5%, soit une concentration finale de 0,1% en g-mercap- 
toethanol et 0,1% en SDS, on laisse incuber pendant 2hl/2 a 37^C, 
puis on dialyse pendant 20 heures a +4**C contre du tampon PBS. 

On obtient une fraction riche en Ag NANBe qui pent etre 
litilisee par exemple pour immuniser des lapins. Pour cela on le 
filtre sur membrane millipore stSrile 0,22 micron prSalablement 
saturSe par le s§rum de lapin normal. 
EXEMPLE 6 

Procgdg de purification de I'antigSne NANBs en partant 
de la proprigtg antigenigue croisge faible avec L'Ag HBs> 

Comme indique ci-dessus, il existe une anteggnicitg 
croisge notable entre les virus NANB et HB en ce qui concerne les 
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Ag profonds : e et c. II existe €galenient une faible antiggnicitS 
croisge non detectable par les rSactifs comraerciaux y compris les 
DRI au niveau des Ag d'enveloppe des virus. Cette rggle qui s'obser 
ve pour les virus de 1 'hepatite de la marmotte et le VHB est ggale- 
ment-.vraie pour les virus NANB. Bien que faible, la rgactivitg 
croisge peut servir a une methode de preparation de I'Ag NANBs. 

On part de plasmas d?Ag HBs de titre tr^s Sieve superieur 
ou ggal a 107 en DRI de sous-types ay et ad et positifs S I'Ag et 
HBe. Ensuite, on purifie ces 2 types d'Ag HBs par les mgthodes clas 
siques telles que d§crites en particulier dans Am. J.Dis.Children, 
1972, p. 304. L'Ag HBs purifie de sous-type ay est utilisg pour iininu 
niser des lapins selon le schema d • immunisation classique d6ja 
prScite. Dans un 2em3 temps, on va stimuler les lapins qui auront 
dgveioppe des Ac anti-HBs (anti-ay) avec de I'HBs purifig ad. Le 
rgsultat est I'obtention d'Ac anti-a de titre eleve. On s'est aperg 
qu'un certain nombre de ces Ac anti HBs anti-a de trSs haut titre 
gtaient capables de reagir, vis-a-vis des Ag NANBs en identite par- 
tielle avec des Ac anti -NANBs cf sch6ma. Ceci montre qu'il y a une 
parentg entre la spgcificitg a de I'Ag HBs et I'Ag NANBs. Les anti- 
corps- anti-a, ainsi sglectionngs, vont etre utilisgespour rgaliser 
un grand nombre d'arcs de prgcipitation en contre-SlectrophorSse 
classique sur plaque avec des Ag NANBs sSlectionngs corame prScgdem- 
ment indiqug, et bien sQr negatifs pour I'Ag HBs. Les plaques de 
gglose de la contre-glectrophorese sont lavges en tampon PBS puis 
dans de I'eau distillee en finale. Les lignes de precipitation sont 
dgcoupges au scapel et un grand nombre sont reunies, homoggngisees 
et mglangges a de 1 'adjuvant de FREUND. Ce mglange Ag NANBs, Ac de 
lapin anti-HBs/anti-a va gtre utilisg pour iramuniser les lapins qui 
rgagiront contra le seul Ag NANBs car les lapins ne rgagissent pas 
contre leurs propres gammaglobulines. Aprds simulation adgquate des 
lapins, on reussit S obtenir chez certains d' entre eux une rgponse 
anti-NANBs qui n'est plus anti HBs. Ces Ac sont repris aprSs purif: 
cation sur DEAE cellulose des IgG pour realiser une chromatographit 
d'affinitg et celle-ci permet 3 partir de fractions Ag NANBs de 
purifier cet Ag selon les procgdgs dgja dgcrits. Le nouvel Ag NANB: 
de puretg accrue ainsi prgparg est a nouveau utilisg pour immunise: 
les lapins qui serviront de source d'Ac anti-NANBs de plus grande 
puretS et de haute affinitg y compris grace a la selection de frac- 
tions Ac de classe IgM qui sont particulidrement utiles dans la 
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rgalisation de tests sensibles visant ^ dgtecter I'Ag NAHBs en 
DRI. 

L'Ag NANBs le plus purifii peut ggalement gtre utilisg 
pour prgparer des Ac monoclonaux anti-NAWBs par immunisation de 
souris puis fusion des lymphocytes splgniques avec des lymphocytes 
myglomateux selon la technique des hybridomes decrite par MILSTEIN 
et scs collaborateurs. La facultg de produire les Ac anti-NANBs 
par les clones cellulaires qui seront sglectionnSs est faite par 
les tests d'iminuno-fluorescence indirecte sur des substrats de 
foie Ag NANBS ou bien par contre-glectrophgre ou precipitation 
DRI (avec des Ag NANBs et billes a I'Ag anti-NANBs). 

La mgthode dgcrite ici pour I'Ag NANBs peut etre ggalement 
utilisge pour la purification des Ag NANBe en partant de la 
rgactivitg croisee avec I'Ag HBe/3 et aussi pour I'Ag NANBc en 
partant de la reaction croisge avec HBC. Dans ces 2 cas on peut 
dgjS directement partir d'Ac-anti HBe/3par exemple pour faire une 
premiSre chromatographie d'affinitS, sur un support couplg aux 
anti HBe/3, permettant d'obtenir des fractions concentrSes d'Ag 

NANBe. 

En immunisant des lapins avec de I'Ag HBe/3 les AC de 
lapins anti HBe/3 servent a preparer des lignes de precipitation 
avec Ag NANBe, avec lesquelles on imraunisera des lapins neufs et 
restimulera des lapins anti-HBe/3. 

On peut aussi utiliser ces modeles naturels d'hgpatite 
virale tels que ceux du chimpanzg et de la marmotte en siiaplifiant 
les purifications car on travaille en systeme homologue. 

1) On part de serum Ag HBs de chimpanzS ay et ad.Le 
s6rum non purifig sert 5 hyperimmuniser de I'adjuvant I'animal 
qui fera des Ac anti HBs/anti-a. 

2) Les lignes de prgcipitation anti-a/Ag NANBs (ou 
toute autre prSparation d'Ag NANBs purifi€) servent a stimuler 
I'animal. On obtient ainsi des Ac anti-NANBs. Pour le chimpanzg 
on peut restimuler avec de I'Ag NANBs de chimpanzg obtenu en 
transmettant du virus NANB a un animal ou en utilisant tout 
plasma de chimpanzg Ag NANBs dgtectg chez des animaux naturellement 
ou expgrimentalement infectgs par le virus NANB. 

On peut faire la meme operation avec I'Ag HBE/3 pour 

aboutir a des Ac anti-NANBe. 

Enfin au lieu d' utiliser le chimpanzS on peut utiliser 
la marmotte, Sgalement naturellement infectge avec un virus WHV 
apparentg aux virus B et NANB et ayant aussi des Ag e,c,s qui 
croisent dans les n^roes proportions. 
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Des marmottes sont hyperimmunisges en Ac anti-vras ou Ac 
anti-XHe avec des Ag WHs et Iffle purifies a partir de s^rum de 
marmottes. On stimule ensuite la formation d'Ac contre le ditermina 
commun entre le virus WHV et NANB par les artifices dgcrits ci- 
dessus pour les Ag s ou c. 
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REVEMDICATIONS 

1. Proc6d6 de preparation d'antigSnes purifies de I'hgpa- 
tite virale NANB, caracterisg par le fait que I'on selectionne des 
sgrums ou des extraits de foie dans lesquels on a reconnu la pr6- 

5 sence de virus NANB, que I'on procSde 5 une ultracentrifugation 
pour concentrer lesdits virus dans le culot de centrifugatioa que 
I'on recueille ledit culot et le traite par un dgtergent non ioni- 
que que I'on laisse incuber pendant 1 5 24 heures environ i tempS- 
rature comprise entre 0 et 37«C, que I'on procSde § un fractionne- 

10 ment pour isoler les fractions contenant de I'Ag NANBc purifig, 
puis que, si desirg, on soumet lesdites fractions a I'action d'un 
detergent ionique, laisse incuber pendant 1 heure a 24 heures 
environ a temperature de 0 a 37»C, et isole I'Ag NANBe. 

2. Procedg de preparation d'antigSnes purifigs de I'hgpa- 
15 tite virale NANB, caractgrisg par le fait que I'on sSlectionne des 

sgruras positifs pour I'Ag NANBe, on glimine les particules virales 
gventuellement prgsentes, par exemple par ultracentrifugation, on 
glimine les gammaglobulines selon les mgthodes connues, on concen- 
tre I'Ag NANBe, notaininent par prgcipitation puis on chromatogra- 
20 phie les fractions concentrges contenant I'Ag NANBe sur un support 
sur lequel est fixge de I'.hSparine, on elue avec une solution 
aqueuse de chlorure de sodium de concentration croissante, receuil- 
le les gluats contenant I'Ag NANBe, et glimine les sels selon les 

mgthodes usuelles. 

25 3. Procedg de preparation d'antigenes purifigs de I'hgpa- 

tite virale NANB caractSrisi par le fait que I'on hyperimmunise 
des animaux avec une fraction purifige en un antigSne de I'hgpatlte B, 
que I'on utilise les gammaglobulines produites par les animaux 
hyperimmunisSs pour obtenir des lignes de prgcipitation avee des 

30 sgrums contenant un antiggne NANB correspondant et exempt d'anti- 
ggne HB, et que I'on utilise les gammaglobulines ayant donne des 
lignes de precipitation pour rgaliser les supports de chromatogra- 
phie d'af finite qui. permettront de fixer et purifier ledit antigSne 
NANB. 

35 4. Rgactif permettant le diagnostic de I'hgpatite virale 

NANB ou permettant de rgvgler le stade d'gvolution de la maladie, 
caractgrisg par le fait qu'il coroprend un support solide sur 
lequel est fixg au moins un antigSne NANBc, NANBe ou NANBs et/ou 
au moins un anticorps spgcifique anti-NANBc, anti-NANBe ou anti- 

40 NANBs. 
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5. Rgactif selon la revendication 4, caractSrisg par le 
fait qu'il est constitue par un support solide sur lequel est fix6 
au moins un antig&ne NANBc, NANBe ou NANBs. 

6. Rgactif selon la revendication 5, caractgrisS par le 
5 fait qu'il contient, fixS sur le support solide, de I'antiggne 

NANBc. 

7. Reactif selon I'une quelconque des revendications 4 a 

6, caractSrisg par le fait qu'il contient, fix6 sur le support 
solide, de I'antigene NANBs. 

^' Reactif selon I'une quelconque des revendications 4 h 

7, caractgrisg par le fait qu'ii contient, fixg sur le support 
solide, de I'antigene NANBe. 

9. Rgactif selon la revendication 5, caracterisg par le 
fait que sur ledit support sont fixgs des anticorps-anti- (gamma- 

15 globulines humaines) et que ledit antiggne est prgsentg sgpargment 
et peut §tre fixg par 1 'intermgdiaire des anticorps correspondants 
du sgrum 3 tester s'ils sont presents. 

10. Rgactif selon la revendication 9, caractgrisg par le 
fait que les anticorps anti- (gammaglobulines humaines) sont des 

20 anticorps anti-IgM humaines. 

11. Rgactif selon la revendication 9, caractgrisg par le 
fait que les anticorps anti- (gammaglobulines huraaines) sont des 
anticorps anti-IgG humaines. 

12. Rgactif selon la revendication 4, caracterisg par le 

25 fait qu'il est constitug par un support solide sur lequel est fixg 

au moins un anticorps spgcifique anti-NANBc, anti-NANBe ou anti- 
NANBs. 

13. Rgactif selon la revendication 4, caractgrisg par le 
fait qu'il contient, fixg sur le support, de 1 'anticorps anti- 

30 NANBe, anti-NANBs, et de I'antigSne NANBc. 

14. Application du rgactif selon I'une quelconque des 
revendications 4 a 8 et 12, caractgrisge par le fait que I'on 
recherche selon le cas, la prgsence d'un ou plusieurs antigenes 

ou d'un ou plusieurs anticorps dans un sgrum S tester, a I'aide de 
35 ce rgactif, selon les techniques de "sandwich" et/ou selon les 
techniques de "compgtition". 

15. Application du rgactif selon I'une quelconque des 
revendications 9 a 11, caractgrisge par le fait que I'on met en 
contact ledit rgactif avec un anticorps anti-NANB couplg h un 

40 traceur et que I'on dgtermine, par une rgaction de rgvglation, si 
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I'anticorps couple a un traceur s'est fixe sur le support, auquel 
cas les gamraaglobulines du serum a tester contenaient des anti- 
corps contre le meroe antigene que ledit anticorps couple au tra- 
ceeur • 

5 16, Application du reactif selon la revendication 13, 

caracterisee par le fait que l"on recherche la presence des anti- 
ggnes NANBs et NANBe, et que I'on recherche en outre la presence 
de 1» anticorps anti-NANBc, selon la technique sandwich ou la 
technique de competition, ces recherches gtant effectuges l"une § 

10 I'aide d'un traceur radioactif, 1' autre a I'aide d"un traceur 
enzyraatique. 



